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Resumo

Nanoparticulas (NPs) superparamagnéticas de oxido de ferro (SPIONs, sigla
em inglés) na fase magnetita (FesO4), com tamanho entre 8 e 28 nm, foram
sintetizadas por uma rota de sintese verde, em meio aquoso (reducao-precipitacédo),
desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa. Curvas de histerese magnética
demonstraram o comportamento superparamagnético e resultados de hipertermia
indicaram potencial de aplicacdo em biomedicina com taxas de aquecimento da ordem
de 1,37 °C/min. A superficie dos SPIONs foi modificada com 3-
(aminopropil)trietéxisilano (APTS) e/ou 3-(mercaptopropil)trimetéxisilano (MPTMS),
utilizando também uma metodologia verde, onde o meio de reacdo € uma mistura de
agua e metanol/etanol. Os parametros de sintese foram ajustados para promover a
modificacdo das NP individualmente, evitando sua agregacao. CaracterizacOes
envolvendo espectroscopias infravermelho com transformada de Fourier e Raman,
estabilidade coloidal (potencial zeta), tamanho hidrodinamico (DLS), microscopia
eletrbnica de transmissdo (TEM), difracdo de raios X (DRX), magnetometria de
amostra vibrante (VSM) e hipertermia magnética, confirmaram a presenca dos
organossilanos na superficie das NP. Moléculas de acido folico foram modificadas
com amino-tiol, para posterior acoplamento na superficie dos SPIONs recobertos com
MPTMS promovendo sua biofuncionalizacdo. Analises espectroscopicas confirmaram
a formacéo da ligacdo amida entre o grupo carboxilico do &cido félico e o grupo amina
da cisteamina. O acoplamento de moléculas de &cido félico puro (via ligacao
peptidica) ou modificado com cisteamina (via ligacao dissulfeto) na superficie das NP
recobertas com organossilanos, permitiu inserir reconhecimento celular com grupos
folatos expressados em membranas de células tumorais. As analises
espectroscopicas e de estabilidade coloidal comprovaram a funcionalizacdo da
superficie dos SPIONs com acido félico. Os resultados apés o recobrimento e a
funcionalizacdo da superficie dos SPIONs ndo apresentaram mudanca estrutural,
exceto quando irradiado alta energia (Raman) e os valores das taxas de aquecimentos
obtidos pela andlise de hipertermia magnética diminuiram conforme adicionou-se
novas moléculas na interface nas particulas, entretanto os resultados se mostraram
adequados para futura aplicacdo no tratamento do cancer.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas.  Superparamagnetismo.

Estabilidade Coloidal. Organossilanos. Acido folico.



Abstract

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONSs) in the magnetite phase
(Fes0a4), with an average size between 8 and 28 nm, were synthesized by an aqueous
green synthesis route (reduction-precipitation) developed in the research group.
Magnetic hysteresis curves infer a superparamagnetic behavior, and hyperthermia
results indicated potential application in biomedicine with heating rates around 1.37
°C/min. The SPIONs surface was modified with 3-(aminopropyl)triethoxysilane (APTS)
or 3-(mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPTMS), also in a green methodology, using
a mixture of water and methanol/ethanol. The synthesis parameters were adjusted to
promote the surface modification onto individual nanoparticles, avoiding their
aggregation. Samples characterizations from Fourier-transform infrared and Raman
spectroscopies, colloidal stability (zeta potential), hydrodynamic size (DLS),
transmission electron microscopy (TEM), X-ray diffraction (XRD), vibrating sample
magnetometry (VSM), and magnetic hyperthermia confirmed the presence of the
organosilanes on the surface of SPIONs. Folic acid molecules were modified with
amino-thiol for subsequent coupling on the surface of MPTMS-coated SPIONS,
promoting their biofunctionalization. Spectroscopic analyses confirmed the formation
of the amide bond between the folic acid carboxylic group and the amine group of
cysteamine. Coupling of pure (via peptide bonding) or cysteamine-modified (via
disulfide bonding) folic acid molecules on the surface of organosilane-coated NPs can
provide cellular recognition with folate groups expressed on tumor cell membranes.
Spectroscopic and colloidal stability analyses confirmed the functionalization of the
surface of SPIONs with folic acid with both routes. Results after coating and surface
functionalization of SPIONs did not dissipate structurally, except when irradiated with
high energy (Raman) and the heating rate values obtained by magnetic hyperthermia
analysis decreased as new molecules were added on the surface/interface of the
nanoparticles; however, the results proved to be suitable for future application in
cancer treatment.

Keywords: Magnetic nanoparticles. Superparamagnetism. Colloidal stability.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia opera com dispositivos e materiais de modo a modelar,
preparar, estudar e caracterizar nanomateriais com diferentes formatos, tamanhos e
funcionalidades para diversas aplicacdes em diferentes areas!. Nanoparticulas (NPs)
com dimensdes entre 1 a 100 nm, podem apresentar diferentes propriedades quimica
e fisica como, por exemplo, resisténcia mecanica, polarizacéo elétrica, magnetizacao,
propriedades Opticas, de transporte, fotoquimicas e cataliticas, quando comparadas
com o mesmo material na sua forma “bulk” ou estendidaZ.

Atualmente nanoparticulas magnéticas sdo de grande interesse da pesquisa
fundamental e tecnoldgica devido as suas propriedades singulares para aplicacdo em
sistemas cataliticos, nas areas de biotecnologia e biomedicina, em sistemas de
imageamento por ressonancia magnética, hipertermia magnética, remediacao
ambiental, dentre outras®*. Para que os materiais magnéticos possam ser aplicados
nessas diversas areas, e se mantenham estaveis no sistema em diferentes condicdes,
€ necessario o desenvolvimento de novas técnicas e metodologias, com o propdsito
de obter uma melhor distribuicdo do tamanho das particulas, biocompatibilidade, baixa
toxicidade, propriedades de superficies adequadas, dentre outros parametros®.

Apesar da diversidade de composi¢cdes de nanoparticulas magnéticas, as de
oxido de ferro tém chamado mais atencao, devido as suas propriedades magnéticas:
superparamagnetismo (coercividade préxima de zero ou nula), baixa temperatura de
Curie e alta susceptibilidade magnética além de toxicidade relativamente baixa para
aplicacdes em sistemas vivos, quando comparadas a outros materiais magnéticos®-
10, Para serem utilizadas nos tratamentos via hipertermia magnética, as
nanoparticulas de éxido de ferro superparamagnético (SPION) devem apresentar,
além do comportamento superparamagnético e biocompatibilidade, elevada
capacidade de converter a energia absorvida pelo campo magnético alternado
aplicado em energia térmica para promover o aquecimento local.

Com a finalidade das aplicacdes terapéuticas e de diagndstico serem mais
eficientes, as nanoparticulas devem ser posicionadas préximas ou no interior das
células tumorais, o que pode ser obtido conjugando moléculas direcionadoras ou de
reconhecimento celular especifico a superficie das particulas!'. Além da
biocompatibilidade, a presenca de funcionalizacdo extra inorganica ou organica na
superficie dos SPIONSs previne a oxidacédo e também reduz a toxicidade'?4,
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1.1. Nanomateriais

A etimologia do prefixo “nano” € proveniente do vocabulario grego “nanos”, que
significa “ando”, e corresponde a um milionésimo de um metro (10° m)*°. A Figura 1
€ uma escala em nanémetros, onde 0os nanomateriais estdo compreendidos entre 0s

anticorpos (10 nm) e os virus (102 nm).

Figura 1 — Escala comparativa para sistemas nanométricos.

, Bola de
Agua Glucose Anticorpo Virus Bactéria C€M1ade  yy periodo ténis
, cancer
@ a® .
¢ g
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e - Nanodispositivos
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[ Nanotubos
w) Quantum dots
Nanocascas

Fonte: Adaptado de Chakraborty et al.(2016, p.2).

Os conceitos envolvendo nanociéncia e nanotecnologia comecgou por volta do
ano de 1959 por um dos maiores fisicos do século XX, Richard Feynman, em uma
palestra intitulada “Ha muito espaco na parte inferior”, muito antes do desenvolvimento
de instrumentos para caracterizacdo e manipulacao de atomos individualmente, onde
estudos nessa area avancgou por volta dos anos 9021718, Os nanomateriais podem ser
definidos como materiais onde pelo menos uma de suas dimensdes esta na faixa de
nanoescala (1-100 nm). Podemos classificar uma nanoestrutura conforme a sua
dimensionalidade*®:

e Nanomateriais zero-dimensionais (0-D): possuem todas as suas trés
dimensdes na faixa de nanoescala. Exemplos desses nanomateriais sao as
nanoparticulas e os pontos quanticos.

e Nanomateriais unidimensionais (1-D): possuem duas de suas
dimensbes na faixa de nanoescala, conferindo uma morfologia unidimensional.
Nanotubos, nanobastdes, nanofios ou nanofitas pertencem a essa classe de

nanomateriais.
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e Nanomateriais bidimensionais (2-D): possui uma de suas dimensdes
na faixa de nanoescala. Também conhecidos como pog¢os quanticos ou nanofilmes
(filmes finos), nanocamadas, nanorevestimentos, nanofolhas.

A Figura 2 ilustra a dimensionalidade de nanoestruturas OD, 1D e 2D.

Figura 2 — Nanoestruturas em confinamento quantico e suas respectivas dimensdes.

Dimensao Zero (0 D) Unidimensional (1 D)  Bidimensional (2 D)

Nanoparticula Nanotubo Nanofilmes
(camadas)
3 dimensdes 2 dimensdes 1 dimensio

Fonte: Autoria propria

A formacdo de nanomateriais pode ocorrer por duas principais rotas?°:

e Top-down: sintese que ocorre de “cima para baixo”, ou seja, materiais
bulk com grandes volumes, podem ser atritados ou desgastados até um tamanho
reduzido. Exemplos: fotolitografia, litografia por feixe de elétrons e alguns processos
fisicos para a sintese de nanoparticulas metélicas. As desvantagens dessa
metodologia sdo: resolucéo limitada das lentes Opticas, custos elevados, métodos
lentos, materiais ndo uniformes, baixa homogeneidade e alto grau de contaminacao.

e Bottom-up: sintese que ocorre de “baixo para cima”, ou seja, os
componentes dissolvidos em um solvente colidem aleatoriamente formando
nanoestruturas complexas. A entropia € um fator determinante para que a
automontagem ocorra através de equilibrios, onde a estrutura final deve ser
minimamente estavel em temperatura ambiente, mas simultaneamente ligada
fracamente, para que as estruturas errbneas se dissociem e atinjam a configuragéo
desejada de menor energia. Exemplo: Sintese de NPs metalicas. Tem como
desvantagem necessitar de ajustes finos de parametros para conseguir obter o
controle do material desejado.

Dentre os principais fatores que diferenciam as propriedades dos nanomateriais

esta o efeito da proeminente relacéo de area de superficie/volume, considerando que
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para um mesmo volume de material, quanto menor for a particula, maior sera sua area
de superficie, tornando mais importante os efeitos de superficie para determinacao
dessas propriedades. Outro fator importante nas propriedades das nanoestruturas €
o efeito de confinamento quantico, que sé é observado para materiais abaixo do
tamanho critico, levando as funcdes de ondas eletronicas a ficarem mais fortemente
confinadas, melhorando caracteristicas como reatividade, propriedades elétricas,
dpticas e magnéticas®.

Os nanomateriais também podem ser classificados com base na sua
morfologia, tamanho, propriedades, bem como, pelos seus constituintes®®.

e Nanomateriais a base de carbono: nanotubos de carbono e os
fulerenos sdo exemplos de nanomateriais considerados al6tropos de carbono.
Possuem boas propriedades elétricas, condutividade, afinidade eletrbnica e alta
resisténcia.

e Nanomateriais metélicos: os materiais de partidas sédo ions divalentes
e trivalente, e quando utilizado agentes redutores, esses ions sdo reduzidos a
nanoparticulas metalicas. Possuem boa capacidade de adsorcdo de moléculas
pequenas, e podem ser dopadas com diferentes elementos.

e Nanomateriais semicondutores: possuem propriedades metélicas e
ndo-metalica e sdo amplamente utilizados em fotocatalise e dispositivos eletrdnicos.
O grafeno € um exemplo de nanomaterial que promove a melhoria de propriedades
guimicas e fisicas de um semicondutor.

e Nanocompositos: sdo materiais sélidos polifasicos, na qual podem ter
de uma até trés dimensdes inferiores a 100 nm. Ha diferentes nanocompdsitos como
0s de matriz ceramica, matriz metalica e de matriz polimérica. Os mais comuns sao

0S hacompositos poliméricos, a base de grafeno e os 6xidos de metais.
1.2. Magnetismo

Para entender o comportamento das nanoestruturas magnéticas, € necessario
compreender o0 magnetismo em escala atdmica, pois as propriedades magnéticas
macroscopicas sao influenciadas pelos momentos associados a elétrons individuais.
Assim € possivel correlacionar a variacdo de tamanho com o comportamento
magnético desses materiais. Numa abordagem classica, forcas magnéticas podem

ser definidas como o movimento de particulas eletricamente carregadas, sendo



18

representada como campo (H). Os momentos magnéticos de cada &atomo
individualmente podem ser originados do movimento orbital em torno do ndcleo
(momento de orbital, ), ou do elétron girando em torno do proprio eixo (momento de
spin, Ws)?t, como exemplificado na Figura 3.

Figura 3 — Abordagem classica das fontes que originam 0 momento magnético de (a) orbital
e (b) spin.

Momento Momento
Magnético Magnético

Elétron

Dire¢do
do spin

(a) (b)
Fonte: Adaptado de Callister (1940, p.81)%L.

Cada elétron de um atomo pode ser considerado pequenos imas por possuirem
momentos de orbitais e momentos de spins magnéticos permanentes. A soma vetorial
de todos os momentos magnéticos resulta no momento magnético total e pode ser

associado ao volume do material?!.

Propriedades magnéticas Momentos magnéticos

macroscopicas dos elétrons individuais

Em um &tomo, os elétrons possuem momentos angulares de spins intrinsecos
com numero quantico s = + ¥%2. Ha apenas dois possiveis estados de momento angular,
onde os momentos magnéticos de spin podem se orientar paralelamente ou
antiparalelos??>. Quando as camadas ou subcamadas de um atomo estdo
completamente preenchidas, os momentos de orbital e de spin sdo totalmente
cancelados, consequentemente esses materiais ndo sao capazes de ser
magnetizados permanentemente, por exemplo, 0SS gases nobres. Esse
comportamento pode ser atribuido a material diamagnético. Apesar da auséncia do
momento magnético permanente, quando aplicado um campo magnético externo, ele
apresenta um magnetismo muito fraco, que é induzido por uma mudanca do
movimento dos orbitais dos elétrons?!, conforme ilustrado na Figura 4. Para esses

materiais a susceptibilidade magnética é negativa23.
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Figura 4 — Comportamento de um material diamagnético, a) auséncia de um campo
magneético externo (H = 0), e b) presenca de um campo magnético externo H+0).

H=0

0@00®
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00e®
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Fonte: Adaptado de Callister (1940, p.82)%*

Quando o cancelamento dos momentos magnéticos de orbitais e/ou dos spins
dos elétrons ocorrem parcialmente, o 4&tomo passa a ter um pequeno momento
magnético liquido. Quando ndo ha presenca de um campo magnético externo (H=0),
0S momentos estdo direcionados aleatoriamente, resultando em um momento
magnético liquido igual a zero, porém, quando o campo magnético externo é aplicado
(H+0), os dipolos atbmicos se alinham por rotagéo ao longo do campo resultando no
paramagnetismo, representado na Figura 5. Nesse caso, os dipolos magnéticos ndo
possuem interacbes muatuas com os dipolos adjacentes, como consequéncia, 0

momento magnético liquido e a susceptibilidade sdo pequenos e positivos?1:23,

Figura 5 — Comportamento de um material paramagnético, a) auséncia de um campo
magnético externo (H = 0), e b) presenca de um campo magnético externo H+0).

H=0 2

@O0

©eeo

©006

©0e e
2)

©eeee

eeee

©eeeae

eeee
b)

Fonte: Adaptado de Callister (1940, p.82)%*

Estruturas atbmicas na qual possuem spins de elétrons que nao foram
cancelados, apresentam momentos de magnetizacdo atdmica, resultando em
momentos magnéticos permanentes (Figura 6a). Esses materiais sdo conhecidos

como ferromagnéticos, diferentemente dos materiais paramagnéticos, possuem
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interacOes de acoplamento entre 0s momentos de atomos adjacentes, denominados
“‘interacbes de troca”, alinhando-se paralelamente entre si em grandes regides
conhecidas como dominios magnéticos (Figura 6b). Mesmo na auséncia de campo

externo, apresentam magnetizacdo espontanea?l23,

Figura 6 — Comportamento de um material ferromagnético, a) auséncia de campo magnético
externo (H=0), e b) parede de dominio.

H=0

CRONCRC
©eeae
©eeeae
©eeeae

a) Parede de
dominio

b)

Fonte: Adaptado de Callister (1940, p.84, p.91)%*

Materiais antiferromagnéticos e ferrimagnéticos possuem momentos
magnéticos atdmicos que se alinham espontaneamente, permitindo classifica-los
como subclasse dos materiais ferromagnéticos, e séo diferenciados pelo fato dos
alinhamentos ocorrerem antiparalelamente. Os antiferromagnéticos possuem o0s
momentos magnéticos de spins opostos que se cancelam, resultando em um material
com o momento magnético liquido nulo?'?*, exemplificado por um 6xido de manganés
na Figura 7a. H4 uma dependéncia da suscetibilidade magnética desses materiais
com a temperatura. A medida que a temperatura diminui a suscetibilidade aumenta
até atingir um maximo que corresponde a uma temperatura critica (Tc). Na Figura 7b,
nota-se que uma substancia € paramagnética acima de Tc e seu comportamento
passa ser antiferromagnética abaixo de Tc, tornando-se interessante para aplicacéo

que utilizam o viés de troca?®, representado na Figura 7c.
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Figura 7 — Comportamento de material antiferromagnético, a) alinhamento antiparalelo de
momentos magnéticos de spins para 6xido de manganés, b) dependéncia da suscetibilidade
magnética (y) e o inverso da suscetibilidade (1/)() com a temperatura para um material

antiferromagnético (AF) e paramagnético (P), c) interacdo na interface entre um
ferromagnético (FM) e um antiferromagnético (AF) produzindo um viés de troca.

® ® _®_O® ——
O O O T
@O@)O@O@ e
O ® O ® M
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a) <)

Fonte: Adaptado de a) Callister (1940, p.85)2, b) Cullity, B. D.; Graham, C. D (2008, p.157)%
e ¢) Lu (2007, p.1224)26

Nos materiais ferrimagnéticos também ocorre o acoplamento de spins
antiparalelos, assim como nos materiais antiferromagnéticos, o que difere ambos é o
cancelamento incompleto que ocorre nos momentos de rotacdo dos spins dos
ferrimagnético®’. Esses materiais apresentam uma magnetizacdo espontanea a
temperatura ambiente, que se extingue ao atingir uma temperatura critica, também
conhecida como temperatura de Curie, tornando-se um material paramagnético?®.

As ferritas sdo exemplos de materiais com o comportamento ferrimagnético, na
qual possuem a formula MFe204, sendo M um elemento metélico. A magnetita, Fe3Oa4
(Fe'Fe'"204) é uma ferrita de origem mineral, que possui ions Fe?* e Fe** ocupando
sitios intersticiais octaédricos e ions Fe3* ocupando sitios intersticiais tetraédricos, na
proporcdo 1:2, conferindo uma estrutura cristalina do tipo espinélio invertida
(AB204)?1?7. Os ions Fe®* ndo contribuem para a magnetizacéo resultante, pois seus
momentos se cancelarem. Portanto, 0 momento magnético liquido é decorrente do
alinhamento paralelo dos momentos provenientes dos ions Fe?*, demonstrados na

Figura 8.
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Figura 8 — Contribuicdo do momento magnético dos ions Fe?* e Fe®*" na magnetita (FezO4).
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Fonte: Adaptado de Callister (1940, p.86)%1

Materiais ferro- ou ferrimagnéticos sao formados por regides de orientacdo com
momento magnético, denominados de dominios magnéticos. Os dominios sao
delimitados por “paredes de dominio”, na qual a direcdo de orientacdo dos momentos
muda gradualmente (Figura 6b). Um material macroscépico pode conter inUmeros
dominios, ou seja, multidominios?! (Figura 9a). As propriedades magnéticas desses
materiais sao caracterizadas por um loop de histerese, onde € obtida a mudanca do
momento magnético (M), pela forca de um campo magnético (H)?2. Inicialmente,
aplica-se um campo magnético externo em um material ndo magnetizado. Conforme
aumenta H, ocorre o deslocamento das paredes de dominio, alterando a forma e
tamanho do dominio, para que ocorra o seu alinhamento na mesma direcdo do campo
aplicado (Figura 9b). Ao alcancar uma regido de dominio Unico, ou 0 maximo de
alinhamento possivel, ocorre uma magnetizacdo maxima denominada magnetizacao
de saturacdo (Ms). Entretanto, quando ocorre a reversao da dire¢cdo do campo, e ha
um decaimento no comportamento da curva, ela ndo ird seguir o caminho original por
conta do efeito de histerese, ocasionado pelo acoplamento dos dominios magnéticos.
A remanéncia (Mr), € a magnetizacao residual quando o campo tem valor igual a zero
(H=0). Por fim, para que ocorra a total desmagnetizacédo do material ap0s a saturacao
até obter um valor de magnetizacéo igual a zero, € aplicado um campo magnético
externo na direcdo oposta ao do campo original, desestabilizando a magnetizacao
remanente do material e obtendo um valor de coercividade ou campo coercivo (Hc). O
ciclo completo é obtido apds obter uma magnetizacdo maxima para o campo inverso?!,

e é ilustrado na Figura 9c.



23

Figura 9 — Comportamento magnético para materiais ferri- ou ferromagnéticos, a)
representacdo dos dipolos magnéticos atdbmicos alinhados na mesma direcdo e variando de
um dominio para o outro, b) comportamento B versus H inicial e a configura¢cdo de dominio
em diferentes estagios, c) loop de histerese.
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Fonte: Adaptado de a) e b) Callister (1940, p.90, p.91)2! e ¢) Sun (2006, p.393)28

Com a diminuicdo do tamanho das particulas de magnetita, para uma escala
nanometrica e abaixo do diametro critico (Dc), o0 material passa a exibir apenas um
Gnico dominio magnético, se comportando como um conjunto de momentos
paramagnético gigante e que ndo interagem, podendo flutuar quando a energia
térmica (KeT) for maior que a energia de anisotropia?®, ilustrado na Figura 10a. Na
condicdo de monodominio, ocorre um estado de magnetizacédo uniforme em qualquer
campo, permitindo a rapida orientacdo da particula ao campo magnético externo
aplicado, fendbmeno denominado superparamagnetismo (Figura 10a). Diferente do
magnetismo (multidominios), as nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnética
(SPIONs), em temperatura ambiente, ndo retém nenhuma magnetizacdo quando o
campo magnético externo € removido, apresentando remanéncia ou coercividade
nula, ou seja, ndo ha histerese na curva de magnetizacdo?°-31, como demonstrado na
Figura 10b. Devido essas propriedades, associadas com a alta susceptibilidade
magnética e uma baixa temperatura de Curie, que SPIONs sdo indicados para
aplicacGes biomédicas®?, como: entrega de drogas, tratamentos por hipertermia,
imageamento por ressonancia magnética (MRI), reparacéo de tecidos etc3? .
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Figura 10 — Comportamento superparamagnético, a) representacdo da mudanca do
comportamento ferri- ou ferromagnético para superparamagnético, quando o material se
encontra abaixo do tamanho critico (D<Dc), b) curva de magnetizacdo com coercividade e
remanéncia nula.
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Fonte: Adaptado de a) Lu (2007, p. 1224)% e b) Sun (2006, p.393)%8

1.3. Métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas

Estudos que descrevam rotas sintéticas eficientes para producdo de
nanoparticulas magnéticas se intensificaram durante os ultimos anos. Esse aumento
ocorreu devido a variedade das aplicacdes desses materiais em diversos campos de
estudos, sendo possivel obter controle de forma e de tamanho, estabilidade em
diferentes meios de disperséo, distintas composi¢cdes de fases como, por exemplo
oxidos de ferro metdlicos (FesOs, ¥-Fe203), metais puros (Fe, Co), ferritas dopadas
(MnFe204, CoFe20.4), ligas metdlicas (CoPts, FePt), dentre outras, onde todas elas
influenciam diretamente nas propriedades do nanomaterial®>. Os métodos de sintese
das nanoparticulas de 6xido de ferro variam conforme o objetivo da aplicacdo de cada

sistema, como resumido na Tabela 1.
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Tabela 1 — Comparacédo de diferentes métodos de sintese para producdo de nanoparticulas,
incluindo as nanoparticulas magnéticas.

Métodos Faixa  Distribuicdo  Controle Sintese Temperatura Tempo Rendimento
de Sinteses de
Forma
Aerosol/ 5-60 Larga Bom Complicada, Alta/muito alta  Minutos/horas Médio
vapor nm vacuo/
atmosfera
inerte
Decomposigao 5-50 Estreita Bom Complicada, Muito alta Minutos Alto/
de gas nm véacuo/ escalavel
atmosfera
controlada
Sol-gel 3-150 Estreita/ Bom Simples 20-90°C Horas/dias Médio
nm Larga
Co- 10-50 Larga/ Pobre Muito 20-90°C Minutos Alto/
precipitacédo nm estreita simples escalavel
Decomposicéo 2-20 Muito estreita Muito Complicado, 100-330°C Horas Alto/
termal nm bom atmosfera escalavel
inerte
Microemulsao 4-15 Estreita Bom Complicado 20-70°C Horas/dias Baixo
nm
Hidrotermal 10- Estreita Muito Simples, >100°C Horas/dias Médio
150 bom alta pressao

nm

Fonte: Adaptado de Varanda (2019, p.402)3

A metodologia utilizada nesse trabalho é a reducao-precipitacdo, adaptada pelo
nosso grupo de pesquisa3* a partir do trabalho de Qu et al. (1999)3. As nanoparticulas
de magnetita esferoidais, com diametro médio aproximado de 15 nm, séo obtidas pela
reducdo parcial in situ do cloreto férrico a sais ferrosos em meio aquoso, utilizando
sulfito de sédio como agente redutor antes da alcalinizagdo com hidréxido de sédio.
SPIONSs obtidos por esse método sdo estreitamente dependentes da estequiometria
inicial Ro= [Fe3']o/[SO3%Jo, com a razdo apropriada igual a trés. A concentracédo e
proporcao dos reagentes de partida, sdo relevantes para obtencdo de um sistema
monodisperso.

Um mecanismo de duas etapas para preparacéo de particulas em solucéo foi
proposto por LaMer3-3°, A primeira etapa ocorre pela formacao rapida e homogénea
de ndcleos, onde a concentracao dos reagentes € determinante para atingir o estado
critico de supersaturacdo®. Os nlcleos sdo formados por colisdes de ions e/ou
moléculas conhecido como autonucleacéo®’. O processo é considerado endotérmico,
pois a tensdo de superficie para formacéo dos nlcleos consome energia®®. A segunda
etapa consiste no crescimento lento das particulas, controlado pelo transporte de
massa, por meio de adicao e/ou remoc¢édo de mondémeros individuais de superficie até
atingir o equilibrio®3, em um processo exotérmico. Nessa etapa ocorre a formacéo de
clusters (aglomerados) de monémeros, que aumentam gradativamente até atingir um
tamanho critico. A energia de ativacdo torna-se elevada e os clusters ficam confinados

em uma estrutura bem definida, denominada semente, que continuam crescendo até
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a concentracao de sais da solucao diminuir e atingir uma concentracéo de solubilidade
de nanocristais®’. Em consequéncia da relacdo volume/superficie, a forca motriz para
remover um mondmero da superficie aumenta com a diminuicdo do tamanho das
particulas, portanto, em uma solucao contendo particulas de tamanhos relativamente
diferentes, as particulas maiores irdo crescer em virtude da solubilizacdo de particulas
menores, até obter um sistema monodisperso, como esquematizado na Figura 11.

Esse processo é conhecido como amadurecimento de Ostwald, e é energeticamente

favoravel por buscar obter um sistema homogéneo33.

Figura 11- Etapas de formacao das nanoparticulas.
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Para obter sistemas monodispersos, requer-se que a etapa de nucleacao
ocorra separadamente da etapa de crescimento. Na Figura 12a e 12b, podemos
observar que a concentracdo de nucleos estaveis esta relacionada com o tempo
(dN/dt) necessario para atingir a saturacao critica (Scri). Quanto mais rapido ocorre
esse processo, mais nucleos homogéneos sdo formados efetivamente, favorecendo
a formacdo de sistemas monodisperso e evitando que nucleagbes secundarias
ocorram na etapa de crescimento. Entretanto, se o processo acontecer de forma lenta,
a nucleagdo pode percorrer durante a etapa de crescimento, aumentando a

distribuicdo de tamanho das particulas, e o sistema torna-se polidisperso, como
mostrado na Figura 12c.
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Figura 12 — a) processo de nucleacéo rapido, b) processo de nucleacao lento, ¢) dependéncia
do tempo com a distribuicdo de nucleos estaveis uniformes relacionado aos diagramas a) e
b). (Iem= introducao, N= nucleacdo, G= crescimento, S= satura¢do, Scri= Saturacao critica).
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Fonte: Adaptado de Varanda (2019, p.5)38

1.4. Estabilidade Coloidal

Os coléides sao definidos como mistura heterogénea, na qual possui ao menos
uma fase distinta (sélido, liquido ou gas). Um sistema coloidal € formado por um ou
mais componentes que contém ao menos uma de suas dimensdes entre 1 a 10 nm.
Tamanho suficiente para que exista uma separacdo definida entre as particulas,
chamada de fase dispersa, e 0 meio de dispersdo, denominada fase continua®®4L.
Dispersfes de particulas coloidais tendem a manter movimento de agitacao
constante, conhecido como movimento browniano, promovido pelo choque entre
particulas e moléculas do solvente, as quais se movem por agitacdo térmica. O
choque entre particulas ocasionado por essa movimentacdo, pode provocar
interacdes entre elas, que serdo responsaveis pela sua estabilidade ou agregacéo.

Atracdes do tipo van der Waals entre as particulas de uma suspensao séo as
principais interacfes responsaveis pela formacédo de agregados. Por outro lado, a
estabilidade acontece por interages repulsivas entre duas superficies com cargas
iguais, como também pela afinidade particula-solvente. O processo de estabilizacdo

por afinidade particula-solvente € decorrente de processos mecanicos, ocasionando
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uma variacao positiva de energia de solvatacdo. Uma alternativa para melhorar a
estabilidade de particulas em uma dispersao coloidal, é o processo de adsorcao de
polimero na superficie de particulas, resultando em um aumento da afinidade
particula-solvente. Entretanto, outros tipos de interagdes entre os polimeros também
podera ocasionar a agregacgédo dessas particulas?®.

Para que as particulas sejam biocompativeis e atinjam o objetivo da aplicacéao
biomédica, elas devem permanecer estaveis no sistema, evitando a formacéo
agregados3!. Para isso, existem técnicas capazes de avaliar as propriedades fisico-
guimicas do material, os efeitos de superficie das particulas e sua relacdo com a
estabilidade coloidal. A carga de superficie e o tamanho das particulas, sdo as
principais propriedades responsaveis por diferentes efeitos na aplicacdo de
nanoparticulas na area de biomedicina, como a absorcédo celular, toxicidade e
dissolucdo®?. A carga de superficie é caracterizada pela medida de potencial zeta (0),
também conhecida como potencial eletrocinético, na qual se estima o potencial no
plano de cisalhamento de uma particula coloidal conforme se movimenta em direcéo
ao eletrodo oposto (eletroforese), pela aplicagdo de um campo elétrico*?. Quando as
particulas coloidais entram em contato com solvente polar, adquirem cargas elétricas
na superficie por diferentes mecanismos como: ionizacdo, adsor¢cdo de ion ou
dissolucdo de ions**4!, Pode-se dizer que as propriedades elétricas da superficie dos
coléides é regida por interacdes repulsivas coulombianas?:.

A presenca de ions na solugcédo aquosa em que as particulas estéo dispersas,
influenciard na carga da superficie e consequentemente no comportamento da
dispersdo aquosa. Os ions poderao ser atraidos ou repelidos por contra-ions ou co-
ions, caso possuam cargas opostas ou cargas iguais, respectivamente. Essa
distribuicdo de cargas (superficie da particula e contra- ou co-ions), somado a
presencga de um solvente polar (meio de disperséo) que se distribui de maneira difusa,
forma a dupla camada elétrica?®. A diferenca entre o potencial da dupla camada
elétrica das particulas eletroforeticamente moveis e a camada de solucéo dispersante
ao redor do plano de cisalhamento, resulta em diferentes potenciais, que é
caracterizado pela medida do potencial zeta*?, demonstrado na Figura 13. Conforme
aumenta a forca i6nica da dispersdo coloidal, ocorrera a compactacdo da dupla
camada elétrica, por causa da concentracdo de ions e, consequentemente, uma

rapida diminuicdo do potencial de interface entre particula e o seio da solugéo. Além
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da forca idnica, outras propriedades iréo interferir na composicédo da camada difusa,

como, pH, concentracdo, temperatura, etc.*2.

Figura 13 — Representacdo da distribuicdo de cargas na superficie da particula e no meio de
dispersado, formando a dupla camada elétrica, e seus respectivos potenciais na interfase
sélido-liquido.
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A caracterizacdo de espalhamento de luz dindmica (do inglés dynamic light
scattering, DLS), detecta a intensidade da luz espalhada pela incidéncia de um laser
em uma disperséao coloidal. As particulas estdo dispersas e em constante movimento
na solugdo, provocando interferéncias construtivas e destrutivas na flutuagdo da
intensidade da luz, correlacionada ha um periodo de tempo de decaimento (T). Para

particulas monodispersas*?#3, a funcéo de correlagédo é obtida pela Equacéo 1:

G(T) = 1+ b.e 2DeTd? Equacéo 1
onde, b é uma constante dependente das configuracdes Opticas, Dt € o coeficiente

translacional e q é o vetor de espalhamento, descrito pela Equagéo 2:
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lg| = 5 Equagao 2

sendo, no o indice de refragdo do solvente, Ao 0 comprimento de onda no vacuo € 6 o
angulo de espalhamento. A intensidade pode ser descrita com a funcéo de correlacao
ao quadrado, conforme apresentada na Equagéo 3:

G2(T) =1+ G1(T)? Equacéo 3
O calculo da medida do DLS € dado por uma funcéo de correlacao bruta (RCF)

pelo tempo de atraso, presente na Equacao 4:

RCF = G2(T) — 1 = G1(T)? Equacéo 4
Para particulas esféricas solidas, o raio hidrodinamico pode ser calculado pela
equacao Stokes-Einsten, como mostrado na Equacéo 5:

kgT
Dt = —2— Equacio 5
6N Ry

onde, ks é a constante de Boltzmann (1,38064852 x 1022 J.K1), T a temperatura, n a
viscosidade absoluta e Ru o raio hidrodinamico.

Na suspensdo coloidal, as particulas estdo em constante movimentacao
aleatoria e translacional, como também rotacionando rapidamente. A medida que
aumenta a concentracdo da dispersao, o choque entre as particulas acontecera com
maior frequéncia, influenciando nas interacbes de atracdo e repulsdo entre elas,
delimitando o comprimento médio do caminho percorrido. Conforme as particulas se
deslocam no meio de disperséo, arrastam consigo moléculas de solvente que estédo
adsorvido na superficie, por afinidade particula-solvente, na mesma velocidade de
difusdo. Portando a medida de DLS n&do mede o tamanho real da particula, mas um
tamanho indicativo do coloide, formada pela particula mais a camada de
hidratacdo/solvatacdo, chamado de raio hidrodindmico (Rn) ou didmetro
Hidrodinamico (Dwn), que depende da natureza do solvente, forca ibnica do meio,

tamanho das particulas/moléculas no meio, concentracdo, carga da particula
etc42'44'45.

1.5. Modificacéo e funcionalizagdo de superficie de nanoparticulas

A elevada razdo area de superficie/volume dos SPIONs, faz com que eles
tendam a agregar para diminuir a energia de Gibbs de superficie e a atragéo

magnética interparticulas, podendo intensificar tal agregacdo*®4’. Entretanto, a rapida
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reversao de orientacdo em relacdo ao campo magnético externo aplicado e a auséncia
de magnetizacdo remanente relativas ao comportamento superparamagnético,
minimizam os efeitos atrativos quando em suspensdes. Outros problemas, como a
perda da estabilidade e a possivel oxidagéo da superficie das particulas pode levar a
complicacdes em relacdo as suas propriedades e aplicacoes*.

A carga presente na superficie das nanoparticulas de 6xido de ferro permite a
fixacdo de moléculas de cadeia curta, que irdo manter o raio hidrodindmico pequeno,
melhorar a hidrofilicidade, além de n&o alterar as propriedades magnéticas do material
de partida. Ha diversos estudos e estratégias para protecdo e estabilizacdo da
superficie dos coloides magnéticos, onde essas pequenas moléculas podem se ligar
na superficie das particulas via coordenacdo ou troca de ligantes. Comumente sdo
utilizadas moléculas que possuem forte forca de ligacdo, como acido carboxilico,
catecol, citrato, sulfato e fosfato, ou polimeros que promovam uma ligacdo covalente
com a superficie das nanoparticulas, como o poli(etilenoglicol) (PEG) ou a
polietilenoimina (PEI)*°. Uma alternativa de recobrimento com moléculas curtas séo
os alcoxissilanos ou organossilanos. A parte inorganica da molécula pode se ligar a
superficie dos SPIONs por reacao de hidrélise e condensacao. Por haver diferentes
possibilidades de grupos terminais na parte organica como, aminas, tiéis, cloretos,
sulfonilas, a funcionalizacdo também permite aos compostos agirem como
intermediarios em etapas posteriores de funcionalizacdo. Na funcionalizacdo, a
ancoragem de medicamentos, espécies para reconhecimento celular e internalizacéo
ou formacdo de ligagcdes cruzadas (cross-link) entre substratos inorganicos e
polimeros organicos, permite criar plataformas multifuncionais®®-52. Assim, além de
conferir maior estabilidade, esses agentes de superficie promovem a
biocompatibilidade e sdo facilitadores de funcionalizacfes adicionais para a utilizacao
dessas plataformas no tratamento e diagndstico (plataformas terandsticas) de
doencas, como por exemplo, cancer por hipertermia magnética2.

A insercdo dos organossilanos € baseada nos processos de hidrolise e
condensacdo. Primeiramente, os organossilanos realizam hidrélise, iniciando uma
cascata de reacbes, como mostrado na Figura 14. Os grupos alcoxi hidrolisam e
formam espécies silandis, que séo altamente reativas®® e ira se ligar covalentemente

na superficie das particulas de 6xido de ferro formando a ligagcdo Fe-O-Si®.
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Figura 14 — Reacdo de hidrélise e condensacdo de alcoxissilanos na superficie de um

substrato.
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A maioria dos silanos se encontra na forma monomérica estavel, porém, devido

sua alta reatividade, podem hidrolisar durante a preparagcdo ou na presenca da

umidade atmosférica, conduzindo a condensacdao entre silandis ou com alcoxissilanos

antes de se ligarem a superficie das particulas e, consequentemente, ira diminuir a

reatividade intrinseca, reduzindo a solubilidade em solu¢cdes aquosas e formando

subprodutos indesejaveis. Usualmente as metodologias utilizadas para recobrimento

com alcoxissilanos, requerem o uso de um catalisador que ira iniciar a hidrolise desses

silanos, porém também influenciardo a condensacéo do silanol e a interagdo com o

substrato. Portanto, a cinética de reagdo dos silanos € dependente do pH do meio de

reacdo (Figura 15), e determinara a etapa limitante de hidrélise ou condensagéo®3:55:56,
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Figura 15 — Efeito do pH na hidrdlise dos alcoxissilanos.

H,0
Catalizado Catalizado
OH- H+
Alta taxa de condensagdo Alta taxa de hidrolise
OH-

Gelificagdo rapida Gelificagdo lenta

Processo de determinagio Processo de determinacgio
da taxa de crescimento da taxa de nucleagédo
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Em meio acido, a hidrdlise ocorre rapidamente, por meio de um mecanismo
SN2 em alcoxissilanos protonados, e € dependente do grupo de saida (taxa de
hidrélise diminui na ordem MeO—EtO—MeOCH2CH20-)%¢57, Entretanto, a taxa de
condensacdo é muito lenta®3. Devido a hidrélise rapida em meio acido, pode acontecer
o crescimento descontrolado da cadeia polimérica, permitindo a condensacao de
silanos parcialmente hidrolisados antes da hidrolise completa, interferindo na
reatividade dos silandis disponiveis para ligar na superficie das particulas®®. Em meio
neutro, o mecanismo é SNi1°°, e a cinética de hidrélise e de condensacdo sdo
minimizadas, demonstrando a importancia da presenca de catalisadores no meio de
reacéo®>%¢, Em meio alcalino, ocorre o inverso da cinética acida, a taxa de hidrélise é
lenta e a de condensacéo é rapida®®°’, e o mecanismo de reacéo é de deslocamento
nucleofilico bimolecular (SN2**-Si), com um intermediario pentacoordenado®>—>’. Na

Figura 16 estdo representadas as hidrolises em meio acido, neutro e basico.
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Figura 16 — Mecanismo de hidrélise em diferentes meios (TS= estado de transicéo, IM=

intermediario).
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Para obter um controle inerente e melhorar a reprodutibilidade, outras

condi¢cdes podem acarretar uma melhor interagcdo silano e superficie da particula. A

guantidade de agua € importante para a polimerizacéo dos silanos até um certo limite,

pois a adicdo de mais agua, podera inibir a reacdo em razdo da solubilidade dos

alcoxissilano®®. Solventes hidrofilicos e proéticos (alcool), catalisa a cinética de hidrélise

e condensacao, porém dependendo da quantidade, podem interferir na reatividade,

competindo com silanos por grupos de silanol de superficie ou formando complexos

estaveis com espécies hidrolisadas. Outro fator determinante nas taxas de hidrdlise e

condensacao é a temperatura, embora aumente a cinética de condensacéo, pode

levar a formacéo de agregados de silano na solucao ou favorecer a policondensacéao,

onde oligbmeros formados no meio ligam-se a grupos silandis na superficie da

particula. O processo leva a impedimento estérico dificultando a modificacdo por

novos grupos silandis, e contribuindo para perda de estabilidade das particulas. A
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presenca de alguns grupos funcionais nos organossilanos permitem outros tipos de
interacbes, e dependendo das condi¢cdes de reacdo, favorece a agregacdo ou
melhoram a estabilidade coloidal®®. O grupo amina, possui um carater nucleofilico,
sendo capaz de realizar interagcdes de hidrogénio, contribuindo para formacao de
policamadas, podendo levar a formacédo agregados. O grupo tiol, dispde de carater
eletrofilico, e sua forma anidnica desprotonada, pode estabilizar as particulas por
repulsdo eletrostética, entretanto, sdo facilmente oxidados, formando a ligacédo
covalente estavel de dissulfeto.

SPIONSs nus apresentam maior toxicidade in vitro e in vivo, portanto estratégias
de preparacdo de superficie sdo fundamentais para aplicacbes em sistemas
biolégicos. A modificacao de superficie dos 6xidos de ferro € essencial para proteger
as particulas de formarem agregados, melhoram a dispersdo, e preparam as
particulas para conjugacao de outras moléculas, tornando-as funcionais, permitindo o
direcionamento de farmacos, a selecao de células especificas para menor citoxicidade
e maior biocompatilidade?®. O acido félico é muito utilizado para a bio-funcionalizacdo
de superficie dos SPIONs. E uma molécula de vitamina do complexo B,
hidrossoluveis, precursor da sintese do DNA e RNA e responséavel pelo crescimento
e divisdo celular®®-%l, Sua estrutura é composta pelos grupos pteridina, acido p-
benzéico e o &cido glutamico, como apresentado na Figura 17. As células
cancerigenas possuem uma elevada quantidade de receptores folatos, o que as
diferenciam das células normais®?. O acido félico é estavel, ndo imunogénico, possui
cadeia curta e baixo valor comercial®3, pode-se ligar covalentemente via grupo y-
carboxilico a superficie de nanoparticulas modificada, formando uma ligacdo amida,
semelhante a uma ligacdo peptidica. No sistema intravenoso, essas ligacdes sO
podem ser clivadas sob condi¢bes especifica de pH e presenca de enzima contidas
nos receptores folatos, em maior niumero nas células cancerigenas, nao prejudicando
células normais®-6364  Ainda, a molécula do acido félico pode ser previamente
modificada inserindo o grupo tiol terminal, que pode ser utilizado para promover a

formacéao de ligacéo dissulfeto com o grupo tiol terminal de alguns silanos.
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Figura 17 — Estrutura do acido fdlico.
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1.6. Aplicacdes biomédicas de nanoparticulas magnéticas

Terapia teranostica permite a combinacdo de agentes terapéuticos e de
diagndsticos em uma Unica plataforma, para aplicacdes na area biomédica?®656,
SPIONs multifuncionais e biocompativeis sédo ferramentas essenciais para combinar
duas ou mais modalidades de imageamento, ou terapias simultaneas, com objetivo
de superarem as dificuldades de terapias tradicionais invasivas. As nanoparticulas
superparamagnéticas estdo sendo amplamente estudadas para aplicacbes no
tratamento de cancer, devido suas propriedades singulares, como a capacidade de
aumentar o relaxamento de prétons na presenca de um campo magnético externo, a
possibilidade de ancorar diferentes grupos funcionais biocompativeis, design
adaptado para segmentacao celular, dentre outros?®. Os desafios encontrados para
aplicacdo das nanoparticulas teranésticas € o direcionamento de novos
biomarcadores, investigacdo da toxicidade e citoxicidade inerente dos componentes
presente nos nanomateriais, estudo da estabilidade, custo e controle na producéo®®.

O diagnostico através de imageamento por ressonancia magnéetica (MRI) € uma
técnica ndo invasiva de imagem transversal, molecular e celular, de tecidos moles ou
orgdos, com alta resolucéo?®¢7.68, A 4gua presente no corpo é fundamental para obter
as imagens por ressonancia magnética. Os nucleos de hidrogénio presentes na agua
tendem a alinhar-se em uma direcdo paralela ao campo magnético externo aplicado.
Em seguida, é utilizado pulsos de radiofrequéncia (RF), que ird realinhar o
direcionamento dos nucleos de hidrogénio. Ao término da aplicacdo da RF, esses
prétons retornam ao alinhamento original paralelo ao campo magnético externo

aplicado, e o processo de relaxamento libera energia, que pode ser detectado pelo
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equipamento e produz a imagem. Os tempos de relaxacdo para que 0S spins
realinhem e retorne ao seu estado de equilibrio térmico original, sdo denominados T1
(longitudinal — relaxacdo de spin-rede) e T2 (transversal — relaxamento de spin-spin).
A relaxividade esta relacionada com o campo magnético externo aplicado, e é o
inverso dos tempos de relaxacao nas respectivas direcdes longitudinal e transversal,
rl =1/T1er2 =1/T2, e estdo associados a contrastes positivos e negativos®6.67.
SPIONSs sdo eficientes agentes de contraste de MRI, visto que os parametros Tl e T2
sdo dependentes da magnetizacdo de saturacdo das nanoparticulas, na qual
interagem magneticamente com os prétons de &gua, encurtando os tempos de
relaxagdo e aumentando a relaxividade, melhorando o contraste e a diferenciagéo
entre os tecidos?%:65-67,

SPIONSs teranosticos para sistemas de entrega de drogas com seletividade
para sitios patolégicos, sdo amplamente estudados para o tratamento do cancer, visto
que tratamentos convencionais, como quimioterapia, ainda apresentarem limitagbes
na distribuicdo dos medicamentos®. Uma das desvantagens dos tratamentos
guimioterapicos € a baixa seletividade, afetando também células saudaveis. Outro
problema esta relacionado ao comportamento quimico das moléculas, na qual a droga
utilizada precisa ter carater hidrofilico para percorrer o sistema circulatério até chegar
a superficie da célula tumoral, como também requer carater hidrofébico para penetrar
a célula cancerosa, que possui uma camada lipidica. Porém, h4 um impasse no
momento de conciliar essas duas propriedades em uma mesma molécula de
medicamento®. Nanoparticulas magnéticas funcionam como carreadoras de
farmacos, ao aplicar o campo magnético externo, as nanoparticulas magnéticas
tendem a se direcionar e concentrar no lugar destinado®. As células cancerigenas
possuem inimeros receptores folatos em sua superficie celular, portanto é importante
gue os carreadores possuam moléculas de farmaco com alta especificidade de células
tumorais. Para isso, o sistema depende de interacdes reversiveis entre o carreador e
a droga, e interacOes covalentes entre a droga e 0 receptor, uma vez que O
medicamento entra na célula de cancer por endocitose mediada por receptoré+©°,

como esta ilustrado na Figura 18.
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Figura 18 — Sistema de entrega de drogas e processo de endocitose de receptor folato.
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Fonte: Adaptado de Walters (2013, p.3)%°

A terapia por hipertermia promove o aquecimento dos tecidos tumorais, com
interesse em danifica-los e matar as células cancerosas. Também podem torna-las
sensiveis para outros tratamentos, considerando que algumas células de cancer séo
resistentes ao uso de radiacdo ou outros tratamentos com medicamento, porém sao
muito sensiveis ao calor. Ha trés principais tipos de tratamento’?: (i) Hipertermia local,
aplicada em pequenas regides, como tumores; (ii) Hipertermia regional, que abrange
uma area maior, como 06rgaos, tecidos, cavidades tumorais ou membros, e (iii)
Hipertermia de corpo inteiro, utilizada quando o cancer espalhou por grandes regides
(cancer metastatico).

Os SPIONs possuem momentos magnéticos que ndo sdo cancelados,
resultando em uma forte magnetizacéo espontanea’. No processo de hipertermia, a
suspensao de SPIONs é submetida a um campo magnético externo alternado em uma
frequéncia apropriada para promover a reversdo do momento magnético da particula
e 0s processos de relaxacdo levam a liberacdo dessa energia na forma de calor,
induzindo a apoptose celular ao redor de 42 °C para células tumorais. Células
saudaveis sdo preservadas, uma vez que as mesmas iniciam a apoptose em
temperaturas mais elevadas, ao redor de 46-47 °C72. Temperaturas muito elevadas
podem ser prejudiciais, causando a desnaturacdo de proteinas, alterando a estrutura
do citoesqueleto, afetando os processos de reparacdo de DNA, modificando a
permeabilidade da membrana celular e estimulando o sistema imunologico. Em
contrapartida, na temperatura de 42°C, necessaria para apoptose das células de
cancer, acontece processos favoraveis, como aumentar o fluxo sanguineo para regiao

do tumor e melhora na permeabilidade celular, favorecendo potencialmente a entrada
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de nutrientes e oxigénio nas células tumorais’3. O calor pode ser originado por dois
principais mecanismos: perda de histerese e perdas por relaxacdo’:. Na Figura 19,
temos exemplo do aquecimento por perda de histerese, relaxamento de Néel e

Browniano.

Figura 19 — Representacdo dos loops de histerese para nanoparticulas pseudo-
paramagnética, superparamagnética e ferromagnéticas, e os relaxamentos de Néel e
Browniano.
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Fonte: Adaptado de Liu (2020, p.3796)

A perda por histerese ocorre em particulas de multidominios, na qual seus
momentos magnéticos sao orientados em direcdo do campo magnético externo, ao
inverter a direcdo do campo aplicado, h4 uma diferenca de energia (coercividade), que
é liberada na forma de calor. Quando o tamanho das particulas € inferior ao tamanho
critico, elas exibem um uUnico dominio, e 0 seu comportamento passa a ser
superparamagnético (SPIONs). Quando o campo magnético alternado externo é
aplicado, pode acontecer a dissipa¢ao de calor por dois tipos de relaxamento: Néel e
Browniano. No primeiro, 0s momentos magnéticos das particulas rotacionam para
uma orientacdo préxima a do campo, sem que haja a rotacdo da particula, e ao

retornarem ao seu estado de equilibrio, relaxam e a energia é convertida em forma de
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calor. O segundo é resultante da friccdo originada da rotacao da particula com o fluido
do meio onde se encontram, sendo dependente do volume hidrodinamico e a
viscosidade da solucdo®® 707174 A capacidade das nanoparticulas em promover essa
transformacao de energia em calor por unidade de massa, € medida pelo parametro
denominado SAR (do inglés, Specific Absorption Rate) ou SLP (do inglés, Specific
Loss Power)®. Para adquirir um valor confiavel de SLP das curvas de aguecimento,

realiza-se o ajuste de Lucas-Box, pela Equagéo 67°:

AT = STm(l — e~k(E-t0) Equag&o 6

onde Sm e k sdo parametros de ajuste. Sm € a inclinacdo inicial da curva de
aguecimento e k € uma constante que descreve a taxa de resfriamento. A partir dos

valores extraidos, € possivel calcular o valor de SLP pela Equagéo 7:

SmC
SLP = % Equacéo 7
i

sendo, Cv a capacidade calorifica da solugéo e pi a concentracdo em massa de metal
na solucdo de nanoparticulas’. Para normalizar os valores de SLP, e relacionar com
a eficiencia na conversdo de aquecimento, uma vez que as medidas podem ser
realizadas em diferentes frequéncias e amplitudes, é utilizado o célculo de ILP (do

inglés, Intrinsic Loss Power)”>76, utilizando a Equacéo 8:

SLP x
ILP = e Equacéo 8

onde H é a intensidade do campo (kA.m™), e f é a frequéncia (kHz).

2. OBJETIVOS

O objetivo principal do trabalho reside no estudo de condi¢des ideais de
funcionalizacéo dos SPIONSs sintetizados pelo método de “redugao-precipitagdo” com
agentes de biocompatibilizacdo e de reconhecimento celular para aproximar e/ou
internalizar as nanoparticulas em células tumorais para tratamento de cancer via
hipertermia magnética.

Par atingir o objetivo mencionando, algumas etapas foram como descritas a

sequir:
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. Sintetizar nanoparticulas de SPIONs na fase magnetita com
caracteristicas superparamagnéticas e hipertérmicas apropriadas, através da
metodologia reducgéo-precipitacdo, desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa;

. Modificar a superficie das nanoparticulas magnéticas controlando as
reacoes de hidrolise e condensacdo de diferentes organossilanos: 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTS) e 3-mercaptopropiltrimetoxissilano (MPTMS),
conferindo as nanoparticulas menor toxicidade e grupos terminais adequados para
conjugacao com moléculas funcionais;

. Adequar as condicfes de sintese para promover 0 acoplamento direto
do &cido félico no grupo terminal amino das nanoparticulas funcionalizadas com APTS
via formacdao de ligagdo amida (peptidica);

. Realizar a funcionalizagdo do acido félico com amino-tiol acoplados a
molécula, por exemplo, a cisteamina (2-aminoetanotiol), para adicdo de um grupo
terminal do tipo tiol a molécula de acido folico;

. Ajustar as condicBes de sintese para promover o acoplamento das
moléculas de &cido fdlico tiol-modificadas a partir de ligacdo de dissulfeto com os
grupos terminais tidis do MPTS antes da modificacdo da superficie das particulas,
como também com as SPIONs previamente funcionalizadas com o respectivo silano.

. Realizar a caracterizacdo dos sistemas, investigando a estabilidade
coloidal dos diferentes sistemas e correlacionando com medidas de hipertermia

magnética.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Preparacao das amostras

Para todos os procedimentos experimentais e analises dos sistemas foram
utilizados reagentes quimicos com grau analitico e sem nenhum tratamento prévio.
Para as sinteses que necessitam de atmosfera foi utilizado gas nitrogénio. Todas as
solugdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura (18 MQ.cm) e/ou deionizada.
Para algumas etapas de separacao utilizou-se centrifuga Eppendorf 5810 R. Todos
0s reagentes utilizados foram adquiridos da Aldrich, exceto a base comprado da Synth

e 0 HCIl comprado da Mallinckrodt.
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3.2. Sintese dos SPIONs de magnetita em meio aquoso

A metodologia de sintese de SPIONs em sistema aquoso realizada nesse
trabalho, foi desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa3, a partir de modificacdes do
trabalho de Qu et al.(1999)%°. A rota consiste na formacdo de nanoparticulas de
magnetita via reducdo controlada de ions ferro(lll) a ferro(Il) em meio aquoso,
denominada de “reducdo-precipitacdo”. Uma das vantagens € sua simplicidade e
envolver processos verdes’’ quando comparada a outros métodos de sintese
dispendiosos, ndo necessitando de sistemas com atmosferas inertes e nem de
precursores organometalicos toxicos e caros, além do bom rendimento e consideravel
controle de caracteristicas morfolégicas.

As sinteses foram realizadas em um baldo de trés bocas de fundo redondo
acoplado a um condensador do tipo Graham sobre uma manta de aquecimento. A
temperatura de envelhecimento foi controlada por um termopar inserido na solugéo

de reacédo, conectado a um controlador de temperatura microprocessado (Figura 20).

Figura 20 — Representagdo do sistema experimental utilizado na sintese de nanoparticulas
magnéticas.
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Fonte: Autoria propria

A metodologia utilizada para sintese dos SPIONS com tamanho aproximado de

15 nm, esta esquematizada no fluxograma apresentado na Figura 21.
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Figura 21 — Fluxograma do procedimento experimental da sintese dos SPIONs de magnetita

em meio aquoso.
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Inicialmente, duas solucdes aquosas foram preparadas separadamente. Uma
contendo o precursor de cloreto de ferro(lll) na concentragéo de 1 mol.L. As solugGes
de Fe3* foram preparadas em meio acidificado, contendo HCI 0,5 mol.L?, para
prevenir a hidrélise descontrolada dos ions Fe3*. A segunda solucédo, contendo ions
S0s?, foi preparada na concentracéo de 0,5 mol.L* de Na2SOs. Uma terceira solugcéo
de 1 mol.L* de NaOH, foi preparada e o volume adicionado foi calculado para
satisfazer uma quantidade de excesso de ions hidroxila na solucao final ([OH Jexc)
igual a 2x102 mol.L?, segundo a Equacdo 9. O volume final para todas as sinteses
realizadas neste trabalho foi fixado em 100 mL. Em um experimento tipico, 3 mL da
solugéo FeCls.6H20 em meio &cido foi inicialmente misturado com 2 mL da solugéo
Na2S0s. Os volumes das solugdes foram calculados para manter a concentracao de
ions Fe(lll) na solucdo final ([Fe®*]r) igual a 3x102 mol.L* e a quantidade de ions SO3z*
satisfazendo a razéo [Fe3*|r/[SO3?] = 3. Imediatamente apds a mistura, a solucdo
amarela alaranjada muda para uma cor vermelha intensa, indicando a formacgao de
um complexo intermediario Fe—SO3s, que gradualmente retorna para uma cor amarelo
claro, indicando a formacédo de Fe?*. Esta reacdo promove a reducdo controlada de
fons Fe%* para Fe?*, possibilitando a formacédo de nanoparticulas de magnetita na

etapa seguinte de reacdo. Ao mesmo tempo, no baldo de trés bocas, o volume
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apropriado da solucdo de NaOH é diluido com agua até um volume de 95 mL,

satisfazendo a Equacéo 9.

[OH ]ey. = [NaOH] - ( 3 [Fe**] ;1 + [HCI])

Equacéo 9

O sistema contendo a solugdo alcalina foi aquecido até 90°C com a taxa de
10°C/minuto. A solugédo contendo o complexo Fe—-SOs recém preparada foi injetada
rapidamente no sistema contendo a base (NaOH), com a temperatura estabilizada a
90°C, para formacéo dos nucleos de magnetita. A reacao foi deixada em aquecimento
por 18 horas, a 90 °C e sem agitacao, para que ocorresse o controle do processo de
crescimento e o envelhecimento de Ostwald, que influéncia diretamente no tamanho
das nanoparticulas e sua cristalinidade, resultando em materiais com propriedades
magnéticas hipertérmicas melhoradas. Apos o término da reacgdo, o sistema foi
resfriado a temperatura ambiente e o precipitado foi lavado diversas vezes com uma
solucéo de hidroxido de sédio diluida, a fim de tirar o excesso de sulfato na superficie
da particula, e posteriormente separado magneticamente. Por fim, as nanoparticulas
foram lavadas algumas vezes com agua deionizada e decantadas com auxilio de um
ima (o sistema fica decantando sobre um ima e o sobrenadante é retirado). Uma parte
da amostra foi suspendida em agua e uma porc¢éo foi colocada na estufa a vacuo
durante 1 dia a 50°C, para que assim pudessem ser feitas todas as caracterizacdes

necessarias com todas as amostras.

3.3. Modificacao da superficie das nanoparticulas magnéticas com diferentes
alcoxissilanos

3.3.1. Modificacdo com 3-(aminopropil)trietoxisilano (SPION@APTS)

A superficie dos SPIONs foi modificada com 3-aminopropiltrietéxisilano (APTS)
e as condi¢cdes para a modificacdo foram ajustadas para que os silanos se liguem
diretamente as nanoparticulas individuais e ndo formem uma matriz de silica
recobrindo diversas particulas ao mesmo tempo. O procedimento de funcionaliza¢éo
foi adaptado do trabalho de Marciello et al.(2013)"’, representado no fluxograma na
Figura 22. Em um baléo de trés bocas foi adicionado a suspensao aquosa contendo
10 mg de SPIONSs, e completado o volume para 5 mL com agua deionizada. O pH foi
ajustado para 11 com solucdo de hidréxido de sédio 1x102 mol.L** e sonicado por 5
minutos. Posteriormente, adicionou-se 5 mL de metanol, de tal forma que a proporcao

agua/metanol fosse 1:1 (v/v), e a suspenséo foi sonicada por mais 30 minutos para
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gue houvesse uma dispersdo homogénea das particulas e o recobrimento fosse
realizado individualmente, evitando a formacédo de aglomerado. Por fim, mantendo
uma propor¢cao SPIONS/APTS de 1:2 (m/m), adicionou-se gota a gota 21 yL de APTS
(d=0,946 g.mL™1). A sintese ocorreu por 15 horas em temperatura ambiente e com leve
agitacdo mecanica para evitar a aglomeracao das nanoparticulas. O produto formado
foi lavado 4 vezes com etanol e decantado com auxilio de um im&, com a remocéao do
sobrenadante. Ao término das lavagens com etanol, o residual de solvente foi
evaporado com ar comprimido, e as nanoparticulas magnéticas recobertas com APTS
foram redispersas novamente em agua deionizada e armazenada para posteriores
analises. Sabe-se que ha fatores que interferem diretamente nas reacées de hidrolise
e condensacdao dos silanos para recobrimento em superficie de nanoparticulas como
temperatura, tempo de reacéo, pH, concentracdo de silano, solvente®78.7° portanto,
foram realizadas diferentes sinteses para recobrimento com APTS, variando-se pH e

concentracdo de silano, que serdo discutidas posteriormente.

Figura 22 - Fluxograma do procedimento experimental do recobrimento da superficie dos
SPIONs com 3(aminopropil)trietéxisilano.
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3.3.2. Modificagcdo com 3-(mercaptopropril)trimetoxisilano (SPION@MPTMS)
Este procedimento foi adaptado do trabalho de Pallavicini®® e esta representado
no fluxograma presente na Figura 23. Em um bal&do de trés bocas, adicionou-se 10
mg de suspensao de SPION, 10 mL de agua destilada, 20 mL de etanol e dispersada
em um banho de ultrassom por 5 minutos. O pH inicial da solugéo é de 10,0, e foi
ajustado para 9,0 utilizando HCI 0,01 mol.L* e sonicado em um banho de ultrassom
por mais 30 minutos. Posteriormente, saturou o baldo de gas N2, e com agitacao
mecanica foi adicionado gota a gota 10, 20 e 30 yL MPTMS (95%, Sigma-Aldrich,
d=1,057 g.mL?). A reagdo ocorreu em temperatura ambiente, com leve agitacdo
mecanica e atmosfera inerte por 7 horas. O produto foi lavado quatro vezes com etanol
e separado por centrifugagdo (9000 rpm, 25°C, 10 minutos) e o sobrenadante
descartado. Na ultima lavagem o residual de solvente foi evaporado por ar
comprimido, a amostra foi dispersada novamente em agua e armazenada para

posteriores analises.

Figura 23 - Fluxograma do procedimento experimental do recobrimento da superficie dos
SPIONs com 3-(mercaptopropil)trimetéxisilano.
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«4+—— H,0 deionizada
< EtOH

SPIONs ——»

Sonicado por 5 minutos

pH ajustado para 9

<+—HCI1 0,01 mol.L"

Sonicado por 30 minutos

N, <+«— MPTMS

Temperatura ambiente, leve agitacéo,
atmosfera inerte por 7 horas
|
Centrifugacéo a 9000 rpm por
10 min., a 25°C

Lavagem (4x)

«+«— etanol

Redispersa e armazenada em
agua

Fonte: Autoria propria
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3.4. Funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas com acido félico (FA)

3.4.1. Ativacao do acido fdlico (FA-NHS)

A primeira etapa antes da funcionalizacdo da superficie dos SPIONs e do
acoplamento com amino- tiol, € a ativagdo do acido folico, preparado de acordo com
o trabalho de Sharon (2014)%! e evidenciado no fluxograma na Figura 24. Em um baldo
de trés bocas, 0,25 g de FA foi solubilizada em 20 mL de dimetilsulfoxido (DMSOQO) e
sonicado em um banho de ultrassom por 45 minutos. Essa solucdo foi agitada
magneticamente sob atmosfera de N2 por 10 minutos. A ativagdo do grupo carboxilato
ocorreu pela adicao de 0,125 g de N,N’-diciclo-hexilcarbodiimida (DDC, MM=206,33
g/mol) e 0,225 g de N-hidroxisuccinimida (NHS, MM=115,09 g.mol!) sob agitacédo
vigorosa e constante, durante a noite, ao abrigo da luz, com atmosfera inerte e a
temperatura ambiente. O precipitado branco formado € o subproduto da reacédo
(diciclohexilureia- DCU)®, que foi removido por filtracdo a vacuo (5 vezes) e a solugéo
laranja-avermelhada obtida é o acido félico ativado (FA-NHS, MM=538,47 g.mol?),

gue foi armazenado para ser utilizado na etapa posterior.

Figura 24 — Fluxograma do procedimento da ativacéo do &cido félico via DDC/NHS.

Balao

DMSO — »+—FA

Sonicado

Agitacdo mecénica

DDC—> N

NHS—

Agitacdo vigorosa, overnight,
com atmosfera inerte, a
temperatura ambiente e sem
iluminacédo
|
Filtrac&o a vacuo
(x3)

Precipitado
™| branco (DCU)

Armazenado em DMSO

Fonte: Autoria propria
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3.4.2. Funcionalizacdo da superficie dos SPIONs recobertos com APTS

(SPION@APTS@FA)

A sintese de funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas recobertas com
APTS diretamente com o &cido félico foi adaptada do trabalho de Alupei et al. (2017)83
e Vortherms et al. (2008)8?, o fluxograma dessa reacdo encontra-se na Figura 25. Em
um baldo de trés bocas, se dispersou 2 mL da solucdo aquosa de nanoparticulas
modificadas com APTS (3,1 mg.mL*) em 2 mL de DMSO, o pH da solucéo foi ajustado
para 4,75 pela adicdo de HCI 1x102 mol.L* e sonicada por 10 minutos. Essa solugdo
foi agitada magneticamente sob atmosfera de N2 por 10 minutos. Por fim, 1 mL da
solucdo de FA ativado (FA-NHS, MM= 538,47 g.mol?) foi gotejada sob agitacéo
magnética constante, e a reagdo ocorreu com auséncia de iluminacdo, atmosfera
inerte a temperatura ambiente por 16 horas. No final da reagao, elevou-se o pH da
solucdo para pH 9,0 para cessar a reacgdo, adicionando NaOH 0,1 mol.L. O produto
foi decantado com auxilio de um ima e lavado 4 vezes com DMSO. As nanoparticulas
funcionalizadas com acido folico foram redispersas em &gua deionizada e

armazenada para posteriores analises.

Figura 25 — Fluxograma do procedimento experimental da funcionalizagdo com &acido félico
na superficie dos SPIONs modificado com 3-(aminopropil)trietoxisilano.
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N
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—

Armazenado em agua

Fonte: Autoria propria
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3.4.3. Preparacao do conjugado cisteamina-acido félico (CYS-FA)

A sintese de conjugacédo da cisteamina com &cido félico via ligacdo amida foi
adaptada do trabalho de Vortherms et al. (2008)82, Alupei et al. (2017)83 e Khademi et
al.(2018)84, esquematizada no fluxograma na Figura 26. Nessa etapa, 0,3 mmol de
cisteamina (MM=77,15 g.mol?) foi solubilizada em 10 mL de DMSO em um baldo de
trés bocas e sonicada por 10 minutos. O pH da solucao foi ajustado entre 4,5-4,75,
utilizando HCI 0,01 mol.L! e sonicado por mais 10 minutos. Posteriormente, essa
solucao foi levada para agitacdo magnética e foi saturada com gas N2 por 10 minutos.
Entdo, 0,1 mmol do &cido félico ativado (FA-NHS, MM= 538,47 g.mol?), preparado no
item 3.4.1, foi gotejado lentamente no baldo contendo a cisteamina, sob agitacao
mecanica constante, e a reagao ocorreu com auséncia de iluminagéo, atmosfera inerte
a temperatura ambiente por 16 horas. O precipitado amarelo alaranjado (CYS-FA, MM
= 500,53 g.mol?t) formado foi filtrado a vacuo e lavado com solucéo de éter etilico

gelado. O p6 foi seco e armazenado para analises posteriores.

Figura 26 — Fluxograma do procedimento de conjugacéo da cisteamina com &cido félico via
ligacdo amida.
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Fonte: Autoria propria
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3.4.4. Funcionalizacdo da superficie dos SPIONs recobertos com MPTMS
(SPION@MPTMS@CYS-FA)
Preparo da solucdo tampéo fosfato (PBS): Para o preparo de 500 mL de solugao

tampao fosfato (PBS), em um béquer adicionou-se inicialmente 480 mL de &gua
deionizada, e os seguintes sais: 4 g de NaCl (137 mmol.L1), 0,1 g de KCI (2,7 mmol.L-
1), 0,5945 g de Na2HPO4 (10 mmol.LY) e 0,1 g de KH2PO4 (2 mmol.Lt), promovendo
agitacdo até total dissolugcéo dos sais. Se necessario, o pH foi ajustado para 7,4 com
solugGes de HCl e NaOH, ambos na concentracéo 1,0x10-3 mol.L1. Transferiu-se essa
solucéo para um baldo volumétrico, completou-se o volume com agua deionizada e

se manteve em repouso por um dia antes do uso.

Acoplamento do conjugado cisteamina-acido foélico na superficie dos SPIONs

recobertos com MPTMS via ligacéo dissulfeto: O acoplamento via ligacao dissulfeto

do acido félico modificado com amino-tiol (item 3.4.3), na superficie dos SPIONs
modificados com MPTMS (item 3.3.2), foi baseado no trabalho de Mortera et al.
(2009)%, e esta representado no fluxograma na Figura 27. Em um baldo de uma boca,
8 mg da amostra de SPION@MPTMS (1,6 mg.mL™?) foi solubilizado em 20 mL de
solucéo tampao fosfato (PBS). Sob agitacdo magnética, adicionou-se 10 mg de CYS-
FA (20 mmol), e a reacdo ocorreu em temperatura ambiente, por 8 horas, na presenca
de oxigénio. O produto foi separado por decantacdo magnética e lavado
abundantemente com metanol e SBF. A amostra foi redispersa em agua deionizada e

armazenada para posteriores analises.
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Figura 27 - Fluxograma do procedimento experimental do acoplamento CYS-FA na superficie
das SPIONS modificadas com 3-mercaptopropil-trimetéxisilano via ligagéo dissulfeto.

Balao
<+— SPION@MPTMS

PBS—»
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|
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Redispersa e armazenada em
agua

Fonte: Autoria prépria

3.5. Caracterizacdo das amostras

As amostras obtidas conforme descritas no procedimento experimental, foram
analisadas e caracterizadas por diferentes técnicas, cujos equipamentos e o método
de preparacdo das amostras estdo descritos a seguir.

Difratometria_de raios X (DRX): Para identificacdo das fases cristalograficas

presentes nas amostras de magnetita e apés a modificacdo de sua superficie, foi
utilizada a técnica de difratometria de raios X. O equipamento utilizado para analise
foi um difratbmetro Bruker D8 Advance, operando com radiacdo Ka do cobre (A
=1.5418 A) e velocidade de varredura de 0,020°/0,3 segundos em 26. As amostras de
nanoparticulas de magnetita nuas e recobertas com silano foram preparadas
gotejando a suspensao em meio aquoso sobre um substrato de silicio (zero
background), sendo o solvente evaporado a temperatura ambiente em uma estufa a
vacuo.

Microscopia eletronica de transmissédo (TEM): Para analise das caracteristicas

morfolégicas como, tamanho, forma, uniformidade da distribuicdo das nanoparticulas
sintetizadas e avaliagdo do recobrimento com organossilanos, utilizou-se a técnica de
microscopia eletrénica de transmissao. As amostras foram dispersas em agua com

auxilio de um banho de ultrassom por alguns minutos, uma gota da suspenséo diluida
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foi adicionada as redinhas de cobre previamente revestida com o polimero Formvar®
e recobertas com um filme fino de carbono por sputtering. Por fim, colocadas em um
dissecador sob vacuo por dois dias para evaporacdo do solvente. A analise foi
realizada utilizando o microscépio eletrénico de transmissao JEOL, modelo JEM 2100,
operando a 200 kV. O tamanho médio das nanoparticulas e a distribuicdo de
tamanhos foram obtidos através da contagem de pelo menos 100 nanoparticulas
utilizando o software livre ImageJ.

Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR): A

espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier foi utilizada
para analisar a formacao de 6xido de ferro, pela vibracéo na regido da ligacédo Fe-O,
sendo possivel caracterizar a fase magnetita, bem como também identificar
compostos moleculares e grupos funcionais presentes na superficie dos solidos apos
a funcionalizacdo. O equipamento utilizado foi um espectrometro IRPrestige-21
(Shimadzu), e as analises foram realizadas em pastilhas de KBr previamente seco em
estufa a temperatura de 40°C em vacuo por cerca de 24 horas, e 0s espectros foram
obtidos entre nimero de onda de 400 a 4000 cm%, resolucdo de 2 cm e acumulo de
32 varreduras.

Magnetometria_de amostra vibrante (VSM): Para avaliar o comportamento

magnético das amostras, utilizou-se a técnica de MAV (ou VSM, do inglés Vibrating
Sample Magnetometry) no Departamento de Fisica dos Materiais e Mecéanica, do
Instituto de Fisica de Sdo Paulo. Utilizou-se um magnetdmetro de amostra vibrante
convencional e as amostras foram preparadas colocando-se uma massa conhecida
da amostra (3 a 5 mg) no interior de uma cpsula de medicamento vazia, na qual foi
presa por uma das extremidades no interior de um fino tubo de plastico fixado
verticalmente e centralizada entre duas bobinas semicondutoras. O campo magnético
aplicado foi variado entre 20 e -20 kOe e as medidas realizadas a temperatura
ambiente.

Hipertermia magnética: Os ensaios de hipertermia magnética foram realizados

em agua deionizada utilizando as nanoparticulas com e sem recobrimento. A amostra
foi submetida a um campo magnético de amplitude e frequéncia iguais a,
respectivamente, 24 mT e 109,1 kHz. Para a andlise, as amostras foram deixadas em
repouso, para estabilizar o registro de temperatura, durante 60 segundos. Quando
atingiu a marca do tempo estipulado para estabilizacdo, o campo magnético foi ligado

e analisou-se 0 aumento de temperatura de acordo com o tempo. Na marca de 500
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segundos, o campo externo foi desligado e a amostra ficou em repouso até 600
segundos. As medidas foram realizadas no equipamento magne Therm 1,5AC
(nanoTherics, UK). A temperatura foi monitorada utilizando a sonda de fibra éptica
com sensor de GaAs (OTG-M360) acoplada ao transdutor de sinal PicoM, o qual faz
a comunicacdo com o software, todos da empresa Opsens (Canada). O sensor foi
imerso em 2 mL da suspensdo de nanoparticulas, posicionado sempre no centro da
amostra e a uma altura fixa para todas as medidas coincidindo com o centro da bobina,
as quais foram obtidas com concentracdo de 5 mg.mL?! das amostras de
nanoparticulas, nanoparticulas recobertas e nanoparticulas funcionalizadas.

Medidas de mobilidade eletroforética (Potencial Zeta): A medida da estabilidade

coloidal do sistema, tal como a magnitude da repulsdo ou atracédo eletrostética das
cargas entre particulas, é dada pelo potencial zeta, que é calculado em funcédo da
mobilidade eletroforética. O equipamento utilizado para as medidas € o instrumento
Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). As amostras foram preparadas na
concentracéo 0,1 mg.mL? em solucdo de NaCl 1x10-3 mol.L™, o pH foi variado na faixa
de 2 a 12, controlado pela adicdo de solucbes de HClI e NaOH, ambos nas
concentracbes 0,1 mg.mL* e 0,01 mol.L, sonicadas e deixadas em repouso de um
dia para o outro, sendo o tempo necessario para estabilizacdo da carga para posterior
analise. As solucdes foram redispersas em banho de ultrassom e dispostas em cubeta
de poliestireno a 25°C, as leituras foram replicadas trés vezes por andlise, para
consisténcia dos resultados.

Espalhamento de Luz Dinamico (DLS): para a determinacdo do diametro

hidrodindmico das particulas nuas e na presenca dos grupos de protecdo e
funcionalizacao foi realizada a técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS). O
equipamento utilizado para as medidas € o instrumento Malvern Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments). As amostras foram preparadas na concentracéo 0,1 mg.mL*
em solucdo de NaCl 1x10° mol.L?. Para as analises que foram realizadas em
diferentes pH (na faixa de 2 a 12), ajustou-se com soluc¢des de HCI e NaOH, ambos
nas concentracdes 0,1 mg.mL* e 0,01 mol.L?, sonicadas e deixadas em repouso de
um dia para o outro, sendo o tempo necessario para estabilizacdo da carga para
posterior analise. As solucdes foram redispersas em banho de ultrassom e dispostas
em cubeta de poliestireno a 25°C, as leituras foram replicadas trés vezes por analise,
para consisténcia dos resultados. A viscosidade ajustada foi a da agua e o angulo de

espalhamento foi de 173°.



54

Espectroscopia UV-Vis: As medidas de espectroscopia ha regido do UV-Vis

foram realizadas em um espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 35, operando na
faixa de comprimento de onda entre 200 e 1000 nm, com velocidade de varredura de
400 nm.min! e Amax= 267 nm. Todas as amostras foram preparadas utilizando o
DMSO como solvente, utilizando o mesmo para o branco. As analises foram
realizadas utilizando cubetas de quartzo.

Espectroscopia Raman: A técnica de espectroscopia Raman foi utilizada para

identificar grupos funcionais presentes na superficie das nanoparticulas apds a
funcionalizacdo com &cido folico. O equipamento utilizado foi Horiba LabRAM HR
Evolution, operando com laser de comprimento de onda 785 nm, nas poténcias 10 e
100%, equipado com uma lente objetiva de 100x no intervalo de 50 cm™ a 1800 cm.
O tempo de exposicéo foi trés segundos e oito foi 0 nimero de acumulacdes.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese das nanoparticulas magnéticas de magnetita em meio aquoso

A metodologia utiizada para a sintese das nanoparticulas
superparamagnéticas de magnetita em meio aquoso foi a reducdo-precipitacdo, que
pode ser dividida em dois estagios importantes. A primeira etapa é equivalente a uma
rapida nucleacéo, onde a concentracdo dos reagentes é determinante para que atinja
o estado critico de supersaturacdo. A segunda etapa é o crescimento lento do nucleo
por difusédo de espécies na superficie do cristal, no processo para minimizar a energia
de superficie do sistema®. Essa sintese vem sendo estudada pelo nosso grupo de
pesquisa, com base no trabalho de Qu et al.(1999)%®, e em linhas gerais, consiste na
preparacdo e mistura de solugbes aquosas dos precursores em proporcdes
estequiométricas. O cloreto férrico (FeCls) acidificado € o material de partida, que foi
parcialmente reduzido a sal ferroso pela adicdo de sulfito de sédio (Na2S0s3),
respeitando-se a proporcdo molar de [Fe®*]/[SOs%]=3, antes da alcalinizacdo com
hidroxido de sédio (NaOH), na qual os ions hidroxila estdo em excesso durante o
tempo de reacdo, conforme a Equacéo 9. Teoricamente, seria necessario 1 mol de
S03?% para reduzir 2 mol de Fe3* para Fe?*, resultando na proporcdo molar de
[Fe3*]o/[SOz]o = 6 €, consequentemente, a conversdo da razao estequiométrica tedrica
de [Fe®')/[Fe?*]=2. Entretanto, notou-se experimentalmente, que o processo de

reducdo é regido por reagdes de equilibrio, no qual pardmetros, como a concentracéo
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de HCI, FeCls e Na2SOs, podem afetar o equilibrio no sistema, ndo correspondendo a
proporcéo inicial esperada. Por isso a proporcdo [Fe3']/[SOs?*]=3, metade do valor
previsto, é a relacdo inicial ideal.

A concentracdo do &cido cloridrico (HCI) no preparo da solucdo do precursor
Fe3* é importante para evitar reacdes indesejaveis de hidrélise do ion complexo férrico
hexaaquo [Fe(H20)e]3*8’. Ao dissolver o sal férrico (FeCls.6H20) em agua, forma-se o
complexo [Fe(H20)6]®*, comportando-se como &cido de Bronsted (doadores de
protons). Os oxigénios da molécula de dgua se coordenam ao ion metélico, deixando
0s nucleos do hidrogénio com carga parcial positiva, o suficiente para serem retirados
em uma reacao de hidrolise em meio aquoso. Por essas circunstancias, é necessario
0 uso de acido para o preparo das solucdes estoques aquosas de cloreto de ferro(lll),
na qual ira manter o equilibrio deslocado para formacdo do complexo e evitara

processos de hidrolises indesejaveis, representadas na Figura 28.

Figura 28 — a) Estrutura do ion complexo férrico hexaaquo, b) Equilibrios da hidrélise do ion
complexo férrico.

— -3+
H,O )
Fe(Hp0)6l* (aq) + Ha0) <= [Fe(H,0)5(OH)?* oq) + HaO*
Hzoffm,,, \\\\\OHz [Fe(H20)6]™ (@) + H2O [Fe(H20)5(OH)™ (aq) + H30(aq)
/ Fe\ [FE(H20)5(OH)]2+(aq) == [Fe(H20)4(OH)2]2+(aq) +H'aq)
H20 ‘ OH, [Fe(H20)4(OH),]** (aq) == [Fe(H,0)3(OH)3]** ) + H* (ag)
H,0 )
a) b)

Fonte: Autoria prépria

Quando se adiciona a solucéo de cloreto férrico acidificada e de cor laranja, na
solucéo de sulfito de sddio incolor, imediatamente hd uma mudanca de coloragéo para
vermelho intenso. Essa mudanca de cor indica a formacdo de um complexo
intermediario instavel de Fe(ll)-S(IV). A medida que o complexo vai reagindo, a
solugéao perde gradativamente a cor vermelha e vai passando para uma coloragéo
amarelo-clara, indicando a reducéo dos ions de Fe3* para Fe?* (potencial de reducéo
+0,77 V) pelo par de ions S%7S** (potencial de reducéo -0,96 V). O mecanismo cinético
dessa reacdo de reducéo dos ions Fe®* utilizando sulfito como agente redutor ja foi
estudado e é relatado na literatura®”-°°. Como podemos observar na Figura 29, onde

na ultima etapa (etapa rapida), encontra-se o ion ferroso, precursor da sintese da
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magnetita, e o sulfato que esta presente na superficie das particulas, como sera

discutido posteriormente.

Figura 29 — Mecanismo cinético da reducao de ions férricos em ferrosos utilizando sulfito
como agente redutor.

Fe¥ <==FeOH?* + H*
Ky, = [FeOH>' [H'V[Fe"]
Fe3* + HSO; === FeSO;" + H”
Kr = [FeSO;f][H*]f[Fe“].’[HSOj]
H,0*S0O, <===HSO; +H"*
Ka1 = [HSO3 H'1[H2S0;]
HSO; == SOz% +H*
Kaz = [S037JH'/HSO3]
Fe,(OH),** + HSO5 == Fey(OH)S05*
vs= ks[Fea(OH),*IIHS O3] - k s[Fe,(OH)S05™]
Fey(OH),* + S04 (+H*) == Fe,(OH)S05%*
Vo= kg[Fea(OHL* 1180571 - k g[Fe(OH)SO3*/[H']
Fe,(OH),** === 2 Fe(OH)?*
v7= kr[Fez(OHL* ] - k7[FeOH™")?
Fe,(OH)SO3>" === FeOH?* + FeSO,"
vg= kg[Fea(OH)S0O;3%'] - k g[FeOH? |[FeS0O5']

FeSO3" —»= Fe?* + SO;
Vg= Kg[FGSOf}

Fe’* + SO3 +H0 —» Fe?* 4{S0,% |+ 2H*  (répido)

Formacgao da magnetita 4—‘ L——» Superficie das particulas
de magnetita

Fonte: Adaptado de Lente (2002, p.781)8"

N&o ha na literatura uma formula quimica para o ion complexo intermediério de
sulfito de ferro, tornando incerta a sua real composicdo®>®’. Qu et al. (1999)%*
realizaram um estudo onde, propondo que o complexo entre Fe3* e SO3%> pode ser
expressado como [Fe(SO3)n]*2", e pela estequiometria da reacéo, 1 mol de SOs? pode
reduzir 2 mols de Fe3* a um pH mais baixo, entéo, sugeriu que a férmula do complexo
vermelho é [Fe2(S03)]**. J& Gabor Lente e Istvan Fabian (2002)%" realizaram um
estudo onde as possiveis férmulas gerais para o complexo intermediario seriam
também [Fe(SO3)n]*2" ou cis-Fe(SO3)OH, onde nesse mesmo trabalho os autores

averiguaram na pratica através da cinética de oxidacao do ion S(IV) pelo excesso de
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ion Fe(lll), e propuseram como férmula a formacdo de dois possiveis complexos
transientes de sulfito, FeSOs* e Fe2(OH)SO3%*.

Apesar da mudanca de cor ser instantanea ao misturar os dois precursores, €
notdrio a rapida descoloragéo e por isso € necessario que o complexo seja adicionado
rapidamente na solucdo de hidroxido de soédio. Isso deve-se ao fato que a
transformacao dos ions ferrosos € um processo rapido, e ao adicionar essa mistura
na solucao alcalina no momento da mudanca de cor, pode evitar um possivel processo
de reoxidacdo dos ions ferrosos, ja que a oxidacdo pelo oxigénio atmosférico
dissolvido na base é relativamente lenta®.

Ha caracteristicas visuais que podem ser utilizadas como uma prévia
caracterizacdo da formacdo das nanoparticulas de magnetita, uma delas é a cor.
Sabe-se que a magnetita (FesO4) € um po preto e a maghemita (y-Fe203) € marrom
escuro com um tom avermelhado?9, As amostras sintetizadas nessa etapa
apresentaram coloracao preta, sendo um indicativo que o material sintetizado de fato
€ magnetita. Outra caracteristica visivel € que as nanoparticulas sao fortemente
atraidas pelo im&, ou seja, apresentam rapida magnetizacdo na presenca de um
campo magnético. O fato de as particulas de magnetita serem ferrimagnética e
estarem em nanoescala implica que ao colocar o ima, o solvente, que no caso é a
agua, seja arrastado junto com as nanoparticulas, atribuido a compostos

ferrofluidos’?%2, ilustrado na Figura 30.

Figura 30- Amostra de SPIONs com comportamento ferrofluido na presenca de um ima.

Fonte: Autoria propria

Ha parametros de grande importancia a serem controlados como o tamanho

das particulas, sua forma e a presenca de espécies idnicas com suas proporgoes,
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uma vez que estdo intrinsecas as propriedades magnéticas do material®3. Para esse
controle, é necessario ajustar parametros que afetam diretamente nos processos de
nucleacédo e crescimento como: temperatura, pH, tempo de reacao e natureza dos
sais®. Apds a adicdo do complexo formado a partir dos ions Fe®* e SO3? na solucédo
em excesso de hidroxido de sodio, como discutido anteriormente, a reacao
permaneceu sob refluxo por 18 horas a 90°C, tempo e temperatura que foram
estudados e otimizados anteriormente pelo grupo de pesquisa a fim de obter melhores
resultados de hipertermia. O tempo de envelhecimento nessa temperatura controla os
processos de crescimento de Ostwald®:°°39% que é um fendmeno termodinamico
espontaneo, onde espécies na superficie sdo menos estaveis do que as presente no
nudcleo, ou seja, particulas grandes com menor razao superficie/volume, estdo em um
estado de energia menor (e com menor energia de superficie). Como o sistema busca
reduzir a energia total, as espécies na superficie de particulas menores tendem a
difundirem pela solucdo e unirem-se a superficie da maior particula. Dessa forma, a
quantidade de particulas maiores tendem aumentar, enquanto a de particulas
menores diminui®%,

O tamanho das nanoparticulas de magnetita também esta interligado com o
grau de acidez ou alcalinidade do meio de precipitacdo. Quanto mais alcalino o meio,
menor sera o tamanho das particulas e menor a distribuicdo de tamanho (estado de
agregacdao), pois é um fator determinante para o controle da estrutura quimica da
superficie do cristal, ou seja, a carga eletrostatica da superficie da nanoparticula.
Outro parametro que interfere diretamente no tamanho das particulas é a temperatura,
guanto maior a temperatura, maior sera a polidispersividade das nanoparticulas, visto
que o aumento da temperatura minimiza o grau de aglomeracdo dos nucleos da
magnetita e consequentemente reduz o seu tamanho. Uma justificativa para isso, é
gue com 0 aumento da temperatura, estamos adicionando mais energia ao sistema,
acarretando no aumento do movimento das particulas, intensificando o niumero de

colisdes entre elas e intensificando os processos difusionais®®.

4.2. Caracterizacdo e analise estrutural, composicional e morfologica das
nanoparticulas sintetizadas em meio aquoso

Para analise cristalografica e identificacdo das fases presentes na amostra dos
SPIONSs sintetizados, a fim de confirmar a formacdo de magnetita, foi realizada a

analise de DRX e comparada com o padrédo JCPDF 19-629 (Figura 31).
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Figura 31 — Difratometria de Raio X da amostra de SPIONs sintetizada via reducao-
precipitacdo e padrao JCPDF 19-629.
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Fonte: Autoria prépria

Conforme se observa na Figura 31, a amostra sintetizada via reducédo-
precipitacdo em meio aquoso corresponde ao padrdo de magnetita presente na
literatura (JCPDF 19-629), indicando que oOxido de ferro formado apresenta uma
estrutura de espinélio cubico cristalino caracteristico da magnetita. Os picos de
difracdo em 18.2°, 30.1°, 35.4°, 37.1°, 43.2°, 53.6°, 57°, 62.8° e 74.2° correspondem
aos planos cristalograficos (111), (220), (331), (222), (400), (442), (511), (440) e (533),
respectivamente, da estrutura espinélio invertido de FesOa.

Pela andlise de DRX também foi possivel calcular os tamanhos médios de
cristalito (Dporx) nas amostras utilizando a Equacéo de Scherrer (Equacgéao 10), que
relaciona o comprimento de onda da radiacdo eletromagnética (A), com a largura total
na metade da altura do pico maximo, também chamada de FWHM (B), e o angulo de
difragdo(B)%, sendo K a constante de Scherrer, relacionada a forma da particula.

K2 ~
Dy = B cosd Equacao 10

A constante de Scherrer (K) possui o valor igual a 0,94, o comprimento de onda
da radiacao utilizada (A) equivale a 0,154056 nm, e 6 € o &ngulo de Bragg em radiano.
Para o calculo do tamanho médio de cristalito dos SPIONs foram escolhidos os trés

picos de maior intensidade. Utilizou-se o programa OriginLab para determinar os
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valores dos parametros 3 e 8, que se encontram na Tabela 2, e por fim, substituindo-

0s na Equacéo 10, obteve-se um valor médio de cristalito de 14,6 + 3 nm.

Tabela 2—- Valores utilizados para o célculo do Dorx € seus respectivos valores.

Ordem de B (rad) 20 (graus) 0 (rad) Dorx (NmM)
intensidade
1° 0,010532 35,5° 0,309795 13,75
2° 0,011902 62,8° 0,548033 12,17
S 0,008061 30,1° 0,262672 17,97

Fonte: Autoria propria

A técnica de Microscopia Eletronica de Transmissao foi utilizada para avaliar o
tamanho, a forma e a polidispersividade das nanoparticulas, sendo possivel
corroborar os dados calculados a partir das informacdes obtidas pela técnica de DRX.
Na Figura 32a e b, observa-se que as particulas, em geral, apresentaram em sua
maioria o formato esferoidal, com a presenca de cubos, e com pequeno grau de
polidispersividade. Na imagem se observa aglomerados de SPIONs, porém era o
esperado para amostras sintetizadas em agua, ja que as nanoparticulas magnéticas

tendem a se aglomerar com a secagem do solvente.

Figura 32- Imagens TEM dos SPIONSs sintetizados via reducéo-precipitacdo em meio aquoso
e respectivo histograma da distribuicdo de tamanhos.
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O tamanho médio das nanoparticulas (Dtewm) foi calculado a partir das imagens
apresentadas na Figura 32a e b, utilizando o programa ImageJ.

A partir dos valores medidos, foi construido o histograma e a curva de
distribuicdo de tamanhos, apresentada na Figura 32c. Para o célculo do niumero de
barras necessario para construir o histograma (bin size), utilizou-se a Equacéao 11. O
valor de tamanho médio das nanoparticulas magnéticas obtido foi de
aproximadamente 15 + 3 nm e o valor da polidispersividade, calculado pela Equacao
12, foi 21%. Os valores de tamanho médio calculados pela medida de transmisséo
(Dtem), corroboram os calculos realizados anteriormente utilizando a DRX (Dbrx),
onde o valor foi de 14,6 + 3 nm. Essa informacao é de grande importancia, visto que
na literatura encontra-se que as nanoparticulas se tornam superparamagnéticas a
temperatura ambiente quando o seu tamanho é préximo a 15 nm7%%97 e adiciona a

informacéo de se tratar de um sistema cristalino.

bin size (k) = 3,22.log (nimero de particulas) + 1 Equacao 11

Polidispersividade (o) = % x 100 Equacao 12

A Figura 33 apresenta também imagens realizadas pela técnica de microscopia
eletronica de transmissao de alta-resolucdo (HRTEM), permitindo visualizar planos
cristalinos e a realizacao de transformada de Fourier (FFT) para observar padrbes de
difracdo. Na Figura 33a encontra-se a imagem original das nanoparticulas magnéticas
sintetizadas, onde foi delimitada uma area e realizada a transformada de Fourier,
apresentada na Figura 33b, sendo possivel observar a difracdo de um material
policristalino, devido a presenca de varias nanoparticulas na regido selecionada. Na
imagem do padrao de difracdo eletrénico obtido pela FFT da area contendo varios
SPIONs é possivel notar spots distribuidos em halos, e a distancia entre eles,
calculada pelo programa ImageJ, permite determinar os planos cristalograficos, como

indexado na Tabela 3.
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Figura 33- Imagem TEM, a) SPIONSs, b) FFT da indicada em (a), ¢) HRTEM mostrando planos
cristalograficos e d) FFT da regido destacada em (c).

'\7 AT
PR
SO A i
; 0
42 550 6
’ oS YO LTED N

Fonte: Autoria prépria

Tabela 3 — Dados para os calculos dos planos cristalograficos|[ JCPDF 19-629].

20 (graus) Distancia (nm) hkl
18,36 4,8313 111
30,21 2,9585 220
35,58 2,5230 311
37,22 2,4156 222
43,25 2,0920 400
53,66 1,7081 422
57,20 1,6104 511
62,82 1,4793 440
74,33 1,2761 533

Fonte: Autoria propria

A Figura 33c mostra uma regido em maior aumento, onde é possivel observar
orientacdo de planos cristalograficos de uma nanoparticula individualizada. Aplicou-
se a transformada de Fourier nessa regiao, obtendo-se o padrdo mostrado na Figura
33d como imagem resultante com seus respectivos planos cristalinos, e utilizando o

programa ImageJ, calculou-se o valor das distancias interplanares de 0,49 nm e 0,25
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nm, correspondendo aos planos (111) e (311) da magnetita, respectivamente. Assim,
os dados de TEM analisados anteriormente a partir da Figura 33 consolidam as
informacdes obtidas na andlise de DRX, inferindo a formagdo de nanoparticulas
cristalinas de magnetita na estrutura de espinélio invertida.

As amostras de nanoparticulas magnéticas foram caracterizadas por meio de
FTIR para identificar a presenca de impureza nas amostras, avaliando a eficiéncia do
processo de lavagem por separacdo magnética, como também verificar a banda de
Fe-O referente a formacédo do 6xido de ferro. O resultado € mostrado na Figura 34 e

as atribuicdes das ligacfes estédo representadas na Tabela 4.

Figura 34 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho da amostra de SPIONSs.
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 4 — Modos vibracionais atribuidos na regido no infravermelho dos SPIONSs.

Numero de onda Modo de vibracéao
(cmb
708-578/432 ol Fae
3431 VO-H,sim € VO-H,assim
1627 00-H
977-873 VS=0

Fonte: Autoria prépria

Em um estudo por espectroscopia infravermelho em ferritas feito por Waldron
(1955)%, atribuiu-se duas bandas de absorcéo correspondentes a ligacdo Fe-O em
particulas de FezOs, uma em torno de 570 cm?, referente a vibracédo de estiramento
v1, e outra em 370-380 cm?, referente a vibracédo de estiramento vz2. Contudo, esses

valores correspondem a ligagdo Fe-O na magnetita em sua forma bulk, quando as
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dimensdes sdo reduzidas a escala nanométrica, essas bandas de absorcdo séo
deslocadas para maiores nimeros de ondas, préximo de 600 e 440 cm, devido ao
aumento da constante de forca de ligacdo®-°°. No espectro FTIR na Figura 34,
verificou-se que a banda de Fe-O referente a vibracdo do estiramento vi desdobrou
em duas bandas em torno de 578 e 708 cm™ e a banda referente a vibracdo de
estiramento vz esta presente em torno de 432 cm. Esse desdobramento na banda
referente ao estiramento viocorre ainda pelo fato de as particulas estarem na escala
nanométrica, visto que ao diminuir o tamanho, diminui-se também o ndmero de
ligagbes para atomos na superficie, portanto, ocorre um rearranjo dos elétrons néo
localizados na superficie das nanoparticulas °7°. A banda alargada em torno de 3431
cm é referente aos modos vibracionais de estiramento simétrico e assimétrico da
ligacédo O-H (vo-H,sim € Lo-H,assim). EM 1627 cm temos a banda referente a deformacéo
da ligacdo H-O (do-H). Estas bandas podem ser atribuidas as moléculas de agua
adsorvidas nas nanoparticulas visto que a sintese e o armazenamento ocorreram em
meio aquoso.

O desdobramento em 977 e 873 cm™ sdo bandas atribuidas aos modos de
estiramento da ligacdo S=0O para grupos sulfatos, sulféxidos e sulfonatos'®. Estas
bandas indicam a presenca de impureza, proveniente da adsorcao de ions contendo
enxofre na superficie do material. As lavagens realizadas com solucao levemente
alcalina, diminuiram a intensidades das bandas referentes a ligacdo S=0O, mas nao
houve remocdo completa, indicando que os ions sulfato se adsorvem fortemente a
superficie das nanoparticulas. A presenca de ions nas superficies das particulas
coloidais influencia diretamente na carga de superficie resultante, dimensdes da dupla
camada elétrica, comportamento de adsorcdo de ions ou outras interacdes de
superficie, como também nos mostram a estabilidade coloidal pelas medidas do
potencial zeta®.

A magnetita é considerada um fraco dispersor Raman, principalmente em
baixas poténcias/intensidades do laser, o que ¢é fundamental para evitar
transformacdes de fase do 6xido de ferro por irradiacédo do laser. Li et al. (2012)%*
realizou um estudo com espectros Raman de nanoparticulas magnéticas (MNP) de
magnetita em diferentes poténcias do laser, em ordem crescente de intensidade. Para
obter o espectro da magnetita, foi incidido inicialmente um laser de baixa poténcia. A

primeira conversdo de magnetita (FesO4) em maghemita metaestavel (y-Fe203), como
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uma fase intermediaria, ocorreu com um pequeno aumento na poténcia. Por fim, a
segunda transformacéo decorreu de um novo aumento da poténcia do laser, e o
espectro obtido foi equivalente a fase hematita (a-Fe203). Essas mudancas estruturais
de fase de magnetita em hematita, passando por uma fase transiente de maghemita,
€ justiicado ao efeito de aquecimento ocasionado pelo aumento da
poténcia/intensidade do laser. Os espectros Raman e as imagens apos realizar as

andlises estdo presentes na Figura 35, e as suas respectivas atribuicdes na Tabela 5.

Figura 35 — Espectro Raman da amostra de SPIONSs nas intensidades de laser 10% e 100%.
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 5 — Deslocamentos Raman atribuidos para éxidos de ferro.

Deslocamento Oxido de Ferro Deslocamento Oxido de Ferro
Raman (cm™) 10% Raman (cm™) 100%
369 Maghemita 221 Hematita
478 Maghemita 241 Hematita
677 Magnetita 286 Hematita
1118 - 402 Hematita
1387 Hematita 488 Hematita
604 Hematita
1382 Hematita

Fonte: Autoria prépria

A espectroscopia Raman é capaz de identificar os efeitos de ordem-desordem
de cations presentes nos sitios octaédricos e tetraédricos de magnetitas
(Fe®*(Fe?*Fe3*)04) ndo-estequiométrica, ou seja, que apresentam pequena fragdo de

maghemita em sua estrutura, sendo um exemplo classico de ferrita espinélio cubica
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invertida (AB204). Por ser uma espectroscopia vibracional, pode avaliar as dindmica
de rede desses compostos!®?. A magnetita é considera um baixo dispersor no Raman,
devido a presenca de um centro de inversdo no grupo espacial centrossimétrico
(Fd3m), ocasionando a exclusdo mutua das atividades espectroscopicas para 0s
mesmos modos vibracionais. Na Figura 35, no espectro Raman para laser com
intensidade de 10% (linha preta), nota-se a presenca de uma banda caracteristica da
magnetita na regido de 677 cm, atribuida a uma extensdo simétrica de atomos de
oxigénio ao longo das ligacdes Fe-O (A1) 194102, As bandas em 369 e 478 cm™ sdo
referentes a estrutura maghemital®l, que podem estar presentes por dois motivos:
fazer parte de sitios na estrutura ndo-estequiométrica da particula de magnetita ou ser
uma fase intermediéaria de transi¢cdo apods a incidéncia do laser. Uma banda de alta
intensidade alargada na regido de 1387 cm™ é atribuida a banda de segunda ordem
da hematita, que é proveniente da conversao estrutural apoés aplicar o lasert®192 uma
vez que essa fase do 6xido de ferro ndo se encontra nas medidas de DRX.

Para as amostras de SPIONSs recobertas e funcionalizada, que sera discutida
posteriormente, notou-se a necessidade de a incidéncia do laser com maior
intensidade para obter as informacdes necesséarias. Com isso, realizou-se a analise
para a mesma amostra de SPIONs com o laser na intensidade de 100% (linha
vermelha), na qual é possivel identificar a conversao da fase magnetita em hematita.
Por conta da presenca dos ions de ferro bivalente na estrutura da magnetita, permite
ela ser facilmente suscetivel a oxidacdo com o acréscimo de temperatura, ocasionado
pelo aumento da intensidade do laser. Os espalhamentos Raman das hematitas sao
maiores que os da magnetita, resultando em maior quantidade de bandas de alta
intensidade e bem definidas. As respectivas atribui¢cdes das vibragées nessa amostra
sa010%102; 221 cm (A1g (1)), 241 cm (Eg (1)), 286 cm™ (En (2) + Eqg (3)), 402 cm (Eq
(4)), 488 cm1(A1g (2)), 604 cm™(Eqg (5)), 1382 cmt(Espalhamento de segunda ordem).

Quando hé interacdo particula-particula, devemos considerar duas forcas
principais: van der Waals e repulsdo eletrostatica'®®. Baseada nessas interacées, 0
valor de potencial zeta ({) é calculado em funcdo da mobilidade eletroforética (l),
sendo a razao entre a velocidade em que as particulas se movem na dispersao e o
campo elétrico aplicado encarregado pela movimentacdo das particulas no meio, por
conta da diferenca de potencial, relacionado com a carga da particula. Essa técnica
mede o potencial eletrostatico no limite da camada compacta e a camada difusa das

particulas coloidais, demonstrando também a estabilidade da suspens&o®:194, Quanto
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maior a magnitude do potencial zeta, maior sera a repulsédo eletrostatica, assim as
particulas tendem a ficar dispersas na solucéo, ou se as particulas sofrem pouca
repulséo eletrostatica, elas tendem a flocular ou aglomerari®.

E importante ressaltar a diferenca entre ponto isoelétrico (Pig) e ponto de carga
zero (Pcz). O primeiro equivale ao potencial eletrocinético no plano de cisalhamento,
obtido a partir da medida de potencial zeta, igualando-se a zero. Ja o segundo
corresponde ao pH na qual a densidade de carga da superficie € igual a zero, e é
obtido por titulagdo potenciométrical®31%, Oxidos de ferro com superficie anfétera
muda o seu estado de carga de acordo com o pH e a concentracdo de eletrdlito.
Quando analisado a sua mobilidade eletroforética, ocorre uma inversdo em um pH
caracteristico, indicando que ndo houve retencéo de carga em excesso, denominado
pH do ponto isoelétrico (Pie). Devido & mobilidade dessas patrticulas, elas colidem
constantemente entre si, e ao atingir o ponto isoelétrico, como ndo ha cargas
estabilizando-as, ha uma tendéncia em formar grandes floculados!®. Na literatura
encontra-se como regra geral que para uma boa estabilidade das particulas, os
valores de potencial zeta devem estar acima de 30 mV ou abaixo de -30 mV e para
uma excelente estabilidade esses valores sé@o referenciados como +60 mV. Se os
valores de potencial zeta estiverem em torno de +20 mV a estabilidade é de curto
prazo, e valores na faixa de -5 mV a +5 mV indicam uma agregacéo rapida2.106.107,

Diferentes sais podem ser empregados em sinteses de 6xidos de ferro. Para a
metodologia utilizada nesse trabalho, os ions residuais cloretos (CI) e sulfatos (SO4?
) podem ficar adsorvidos na superficie das nanoparticulas de SPIONs, afetando o
valor do potencial zeta do material. Tanto os ions Cl, como também os ions SO4?%,
diminuem o valor do Pig, na qual ambos podem ser removidos por lavagens com
solucéo alcalina de NaOH. Apés a lavagem, os ions hidroxilas (OH") da base devem
substituir os cloretos presentes na interface das particulas, entretanto os ions sulfatos
ficam fortemente adsorvidos na superficie das nanoparticulas, dificultando a sua

remocao’®®, como caracterizado na analise de FTIR.
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Figura 36 — Potencial Zeta e mobilidade eletroforética das nanoparticulas de magnetita
dispersa em meio aquoso na presenca do eletrélito cloreto de sddio na faixa de pH de 2 a 12.
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A medida de potencial zeta apresentada na Figura 36, mostra o efeito da
mudanca de pH na carga de superficie das nanoparticulas de magnetita. Determinou-
se o valor do ponto isoelétrico Pie=3,43, porém € um valor menor do que normalmente
observado para particulas nuas (ao redor de pH = 6-7)1% e é explicado pela adsorcéo
de ions sulfato, os quais diminuem o ponto isoelétrico dos Oxidos de ferro (carga de
superficie negativa). Um ponto importante observado nas medidas de potencial
eletrocinético, é o fato de as nanoparticulas estarem fortemente carregadas em pH ~7
(potencial zeta ~-30 mV), conferindo boa estabilidade de suspensdes em meio
aguoso. Essa maior estabilidade pode ser atribuida a presenca de ions sulfato na
superficie dos SPIONs. Embora um excesso dessa espécie possa interferir nos
processos de recobrimento com diferentes moléculas, em quantidade moderada
aumentam a dispersibilidade das particulas sem prejuizo aos processos de
recobrimento, como sera discutido mais adiante. A relacao entre a carga de superficie
das particulas e a medida do potencial zeta em funcdo do pH esta diretamente
relacionada com a disperséo das particulas e consequentemente com os valores do
didmetro hidrodinamico, na qual & possivel correlacionar com a estabilidade ou

floculagcéo/agregacéao.
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Figura 37 — Gréfico do potencial zeta e do diametro hidrodinamico (Z-average) versus pH dos
SPIONSs.
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Na Figura 37 podemos observar a relacdo de correlacdo dos valores de
potencial zeta e do diametro hidrodindmico (Z-Average) em funcdo pH para as
amostras de SPIONs. Em pH 2 e 4 os valores de potencial zeta encontra-se abaixo
da faixa de estabilidade das particulas (entre + 20 mV), em razdo da protonacédo dos
grupos sulfatos presentes na superficie das particulas, consequentemente, nota-se
gue os valores de Z-Average sdao maiores nessa faixa de pH. Isso ocorre devido a
baixa estabilidade nessa regido, favorecendo a agregacdo ou floculagdo das
particulas. Ao aumentar os valores de pH, ha também um aumento dos valores do
potencial zeta (> -30 mV), melhorando a estabilidade coloidal das particulas e
diminuindo o estado de agregacdo, com isso, pode-se observar que houve uma
diminuigdo no tamanho hidrodindmico dos SPIONs. E possivel também avaliar a
estabilidade pelos valores de indices de erro, onde para as particulas menos estaveis,
os valores dos erros sdo maiores, indicando o aumento de tamanho ocasionado pelo
processo de agregacdo, enquanto para nanoparticulas mais estaveis, esses indices
sdo imperceptiveis, exceto para o pH 12 que também possui um erro maior,
demonstrando uma pequena instabilidade no sistema para esse pH.

Outra forma de avaliar a estabilidade de um sistema coloidal é analisar as
curvas de distribuicdo de tamanho pelo niumero (porcentagem de particulas). A técnica
de espalhamento de luz dindmico (DLS), que também é conhecida como

espectroscopia de correlagcdo de fotons ou espalhamento de luz quase elastica,
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correlaciona o movimento browniano das particulas em uma suspensao coloidal com
o tamanho hidrodindmico do material. Portanto, para obter o tamanho é necessario
analisar o movimento dessas particulas em um intervalo de tempo (funcdo de
correlacdo). Particulas com tamanhos menores se difundem rapidamente, ou seja, um
rapido movimento browniano em solucéo, e sua funcdo de correlacdo € reduzida
ligeiramente. Nesse caso, ao incidir a luz do laser, a amostra sofrera um fendmeno
conhecido como alongamento de Doppler. Pelo fato dela movimentar-se rapidamente,
a luz ira espalhar em diferentes posicoes e direcdes, alargando a distribuicdo de
tamanho. Entretanto, quando os volumes hidrodindmicos sdo maiores, 0s movimentos
sdo mais lentos, acarretando uma diminuicdo do movimento browniano, e a correlacéo
sera prolongada, resultando em posi¢cdes semelhantes em tempos diferentes, e com

isso a distribuicdo de tamanho serd mais estreital®.

Figura 38- a) Curvas de distribuicdo de tamanho em fung&o do nimero de particulas para os
SPIONSs, b) Histograma de distribuicdo de tamanho, c) Curvas do potencial zeta dos SPIONs.
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Fonte: Autoria propria

Para avaliar a confiabilidade do tamanho hidrodinamico das particulas e a sua
estabilidade coloidal, foram realizadas trés corridas consecutivas, na qual as curvas

deveriam se sobrepor. Porém, observa-se na Figura 38a que houve um pequeno
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deslocamento nas curvas no decorrer das corridas. Uma alta concentracdo de
particulas no meio, pode ter influenciado nesse resultado. SPIONs difundem-se
rapidamente, por migragcao, na dispersao devido ao seu pequeno tamanho. Por conta
da alta concentracdo da amostra em solucéo, dificultou-se a movimentacao dessas
particulas, e somado a alta energia de superficie (relacdo superficie/volume), houve
uma contribuicdo para a agregacdo desse material, justificando o aumento do
diametro hidrodindmico com o decorrer do tempo. Entretanto, ao considerar as
medidas de potencial zeta presentes na Figura 38c, nota-se que h4 uma estabilidade
coloidal das particulas em relacdo a carga de superficie, uma vez que as curvas se
sobrep6em em uma faixa estavel de potencial zeta em ~39,6 mV. Apesar do pequeno
aumento de tamanho, o indice de polidispersividade foi de 0,494, indicando uma boa
qualidade dos resultados.

O ajuste na concentracdo de nanoparticulas diminuiria colisbes entre elas e,
consequentemente, melhoraria a estabilidade evitando a formacdo de agregados, e
concedendo uma maior confiabilidade em seu tamanho hidrodindmico. Contudo, n&o
foi possivel realizar o estudo de ajuste para esse parametro, em razdo da Pandemia.
Apesar disso, na Figura 38b foi construido um histograma do tamanho hidrodinamico
médio pelo nimero de particulas, na qual podemos observar uma larga distribuicao,
atribuido ao comportamento de um sistema com particulas pequenas e
monodispersas. A diferenca entre o valor obtido pela contagem de particulas na
Microscopia Eletrénica de Transmisséo (Dtem = 15 nm) e o valor médio do tamanho
na analise de DLS (Dn= 96,2 nm), € decorrente do raio hidrodindmico, uma vez que
as particulas sdo pequenas, e a camada de hidratacéo e a forca i6bnica do meio, ira
influenciar na dupla camada elétrica, como também o carater hidrofilico da superficie
da nanoparticula dos SPIONs. Além disso, a presenca do solvente pode levar a
formacdo de pequenos aglomerados de nanoparticulas, os quais permanecem
estaveis devido as forcas de interacdo na dispersédo. Os dados de TEM comparados
com as medidas de DLS, sugerem que, na média, ocorre a formacado de clusters
estaveis de nanoparticulas com um numero médio de 6-7 particulas por cluster.

A curva de magnetizacdo da amostra de magnetita foi obtida através de
medidas em um magnetdmetro de amostra vibrante. O resultado da anélise de VSM

esta presente na Figura 39.
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Figura 39 — Curva de histerese magnética dos SPIONs de magnetita. No detalhe uma
ampliag&o indicando os valores de coercividade.
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O perfil do laco de histerese demonstra 0 comportamento superparamagnético
das nanoparticulas, com histerese proxima de zero em relagdo ao campo coercitivo e
um alto crescimento da magnetizacédo de acordo com o campo H aplicado. O valor de
magnetizacdo de saturacdo é de 50 emu.g?, préximo dos valores encontrados na
literatura®*119, sendo um valor consideravel para sistema em nanoescala, ja que para
um material bulk é ao redor de 85-90 emu/g 1. Cabe ressaltar que o lago de histerese
tem crescimento praticamente vertical em campo proximo a zero, ou seja, um valor
baixo de coercividade, e uma transicdo pouco sutil aonde comeca a regido de
saturacdo magnética em torno de 47 emu.g?, regido do ciclo de histerese que é
bastante influenciada pela distribuicdo de tamanho das particulas. Esse
comportamento pode ser considerado superparamagnético, e indica que o tamanho
das particulas pertence a faixa de tamanho critico, o que € de grande importancia para
0 objetivo desse trabalho.

Como mencionado na parte experimental, o campo magnético alternado
aplicado na hipertermia € de 24 mT, o equivalente a 240 Oe, o qual corresponde a
uma magnetizacdo de ~25 emu/g na curva da Figura 9. Esse valor pode ser
considerado apropriado, sugerindo que cerca de 52% dos SPIONs se encontram
saturados nesse campo. Idealmente, ainda é necessario um maior ajuste nas
condi¢cbes experimentais para tentar diminuir o grau de polidisperséo.

A polidisperséo afeta o perfil da curva de magnetizagédo afastando a regiao de

rapida subida da magnetizacdo em baixos valores de campo. Distribuicdo mais



73

estreita de tamanho de particulas levam a uma ascensao praticamente paralela ao
valor de campo zero, onde mais de 90% das nanoparticulas se encontram saturadas
em baixos campos. Geralmente, pequenas variagdes no grau de polidispersao
causam variacdo intensa no perfil da curva, por isso, os resultados aqui sao
considerados aptos.

Além do comportamento superparamagnético a temperatura ambiente, outra
caracteristica importante para aplicacdo em sistemas bioldgicos é avaliar o potencial
de liberagéo de calor dos SPIONs na presenca de um campo magnético alternado.

Figura 40 — a) Medida da variacdo de temperatura em fungédo do tempo sob aplicagcédo de
campo magnético alternado externo (109,8 kHz, 24 mT) b) Ajuste de Lucas-Box.
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Fonte: Autoria prépria

A variacao de temperatura em funcdo do tempo das nanoparticulas foi avaliada
por medidas de hipertermia, apresentada na Figura 40a. Uma suspenséo aguosa na
concentracdo de 5 mg/mL foi utilizada e o ensaio de hipertermia foi realizado com
baixos valores de frequéncia e magnitude de campo (109,8 kHz; 24 mT), sendo
possivel conciliar as propriedades magnéticas com o minimo risco de efeito colateral.
De fato, esses valores vém sendo amplamente discutidos na literatura, mas
recentemente, uma empresa alema apresentou o primeiro prototipo de equipamento
para aplicacdo de hipertermia em seres humanos!!?. Recomendacdes técnicas e de
seguranca, limitaram o valor de frequéncia e campo para valores proximos a 110 kHz
e 22 mT, respectivamente. Esses valores impedem uma possivel geracdo de
correntes de Foucault durante tratamentos, podendo levar o paciente a uma parada
cadiorespiratorial’®. A taxa de aquecimento foi de 1,35 °C/min, o que pode ser

considerado promissor, uma vez que é necessario um tempo curto de exposi¢cdo ao
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campo magnético externo para que as ceélulas tumorais atinjam a temperatura de
apoptose (elevar a temperatura corporal de 37°C para que a apoptose ocorra entre
40-45°C)76:114,

A capacidade de um material magnético, no caso os SPIONs, de absorver
energia de um campo alternado, € quantificada pelo SAR (taxa de absorcao de calor
especifico) ou também conhecido com SLP (perda equivalente especifica de
parametro). Para obter um valor confiavel de SLP, a curva de aquecimento foi ajustada
com uma equacao Lucas-Box (Figura 40b) pela Equacéao 6. O SLP foi calculado pela
Equacéo 7, e a normalizacao de valores de SLP, uma vez que as medidas podem ser
realizadas em diferentes frequéncias e amplitudes, utiliza-se o calculo do ILP (poder
de perda intrinseca, nHm?/Kg) a partir da Equacéo 8. Os valores calculados estdo
mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Dados para os calculos dos valores de SLP e ILP para a amostra de SPIONSs.

Concentracdo Concentracao Sm SLP H f ILP
(mgwmne/mL) (Mmgee/mL) (W.gh) (kA/m) (kHz) (nHm2.Kg?)
5 3,62 0,03124 36,1072 19,1 109,8 0,900

Fonte: Autoria prépria

Os valores de ILP presentes na literatura sao dificeis de serem comparados,
pois ndo ha um método padrao definido para realizar as medidas de hipertermia e
geralmente sdo obtidos em valores de campo e frequéncia muito superiores ao
recomendado atualmente’:. Porém sabe-se que ha diferentes fatores que influenciam
na taxa de aquecimento como, polidispersividade e tamanho das nanoparticulas®.
Surowiec et al. (2017) e os autores Hervault e Thanh (2014) relataram os respectivos
ILP, 1,01 e 1,86 nHM?.kg?, sendo valores préximo do que foi obtido nesse trabalho.

4.3. Modificagdo da superficie dos SPIONs com diferentes alcoxissilanos

A dispersdo dos SPIONs em meio aquoso € de grande importancia para
aplicacGes biol6gicas!'®>. As nanoparticulas possuem uma grande relacédo area de
superficie/volume, consequentemente uma alta energia de superficie, de modo que
elas tendem a se agregar para minimizar essa energia de superficie3186.115-118 para
a aplicacdo biomédica € necessério evitar que formem aglomerados, podendo resultar
em bioincrustacdo no plasma sanguineo, que serdo rapidamente eliminados pelo
organismo, ndo sendo possivel concluir o objetivo biolégico para qual foi aplicado?!?®.

Para impedir a auto-agregacdo, manter as propriedades fisico-quimica e atribuir
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funcionalidades a superficie das nanoparticulas para uma posterior aplicacéo
biomédica, realizou-se modificacbes na superficie das nanoparticulas com
organossilanos!?®-1?, Nesse trabalho utilizou-se o 3-aminopropil-trietoxissilano

(APTS) e o 3-mercaptopropril-trimetoxisilano (MPTMS).

4.3.1. Modificacdo com 3-aminopropil-trietéxisilano (SPION@APTS)

O recobrimento de nanoparticulas com APTS é bem relatado na literatura, onde
podemos encontrar uma grande variedade de metodologias®>®’%2, O mecanismo de
funcionalizacdo com silanos na superficie das nanoparticulas magnéticas formando a
ligacdo Fe-O-Si é semelhante a formacéo da camada siloxano da silica®*. Entretanto,
o procedimento é mais complexo®’, envolvendo possiveis intermediarios diferentes e
apresentam complicacGes na formacdo de monocamadas e policamadas®*°®, como
apresentado na Figura 41. Muitos fatores podem interferir nos mecanismos de reagao
de hidrdlise e condensacdo dos alcoxissilanos na superficie das nanoparticulas,
temperatura, tempo de reacdo, presenca de catalisadores (pH), concentracdo de
silano, reatividade do silano, superficie da particula e natureza do solvente, séo alguns

frequentemente relatados®58.97.122,

Figura 41 — Possiveis ligagfes/interagées do APTS com a superficie dos SPIONSs.
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No topico anterior discutiu-se a presenca de sulfato na superficie das
nanoparticulas obtidas pelo método de reducdo-precipitacdo. Esse € um fator que
interfere diretamente no recobrimento das particulas, ja que os silanos possuem
pouca eficacia em ligar-se aos grupos sulfatos'?, sendo necessario realizar

adaptacdes da metodologia escolhida para contornar esse problema.
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Inicialmente, se optou por seguir o procedimento descrito no trabalho de
Marciello et al.””(2013) por ser uma sintese verde em meio aquoso, biocompativel e
com boas propriedades de hipertermia. No entanto, como mostrado a seguir, 0S
resultados levaram a formacgéo de agregados de nanoparticulas e esse procedimento
foi posteriormente modificado, como descrito na Parte Experimental. O procedimento
inicial pode ser resumido como segue. Em um balédo de trés bocas foram dispersadas
10 mg de SPIONs em 5 mL de agua contendo 0,3 mol.L* de HNOz e a disperséo
sonicada por cerca de 5 minutos. Em seguida se adicionou 5 mL de metanol
(dgua/metanol razéo 1:1 v/v) e a suspensao foi novamente sonicada por mais 30
minutos. Por fim, adicionou-se gota a gota 529 uL de APTS (SPION/APTS razao 1:50
m/m), deixando a solucdo com leve agitacdo mecanica por 15 horas a temperatura
ambiente. As nanoparticulas recobertas com APTS (SPION@APTS 1) foram lavadas
4 vezes com etanol, centrifugadas (9000 rpm, 10 minutos, 25°C) e por fim, redispersa
em agua e armazenada para analises.

Para analisar e identificar se ha ligacdes caracteristicas do recobrimento com
o silano na superficie das nanoparticulas, realizou-se o estudo por meio da
espectroscopia FTIR. A Figura 42 apresenta 0s espectros das nanoparticulas sem
recobrimento (SPION) e recobertas com APTS (SPION@APTS 1) e a Tabela 7 as

respectivas atribuicbes dos modos vibracionais.

Figura 42 — Espectros de absorcao na regiao do infravermelho a) amostras de nanoparticulas
antes (SPIONs) e apés o recobrimento com APTS (SPION@APTS 1), b) Recorte na regido
da ligagédo Fe-O. No detalhe, é mostrado a estrutura do SPION modificado com APTS.
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Tabela 7 — Modos vibracionais atribuidos na regiao no infravermelho das amostras de SPION
e SPION@APTS 1.

Numero de onda Modo de vibracao NUumero de onda Modo de vibracéo

(cm™) SPION (cm™) SPION@APTS
708-578/432 01/02 Fo.0 692-588/431 01/02 Fe.0
3431 VO-H,sim € VO-H,assim 3482 VO-H,sim/ VO-H,assim/
UN-H,assim
1627 Oo-H 16534-1527 ON-H,assim
977-873 VS=0 1127-1015-878 L8051 LSLOH
1235 vsi-C
1384 Oc-N
2934 VC-H

Fonte: Autoria propria

Verificou-se a presenca da banda de absorcao correspondentes as ligacdes
Fe-O na amostra com recobrimento (SPION@APTS 1), onde nota-se um
deslocamento da banda principal para maiores niumeros de onda e o desdobramento
para menores numeros de onda, quando comparada a amostra sem recobrimento
(SPION), de 578 e 707cm™ para 588 e 692 cm%, respectivamente. Esse deslocamento
da banda principal da ligacédo Fe-O deve-se a formacao de ligacdes covalentes na
superficie da particula ou deslocamento posicional de componentes da interface!?4, a
partir das reacdes de hidrélise e condensacdo do alcoxissilano, onde ocorre o
aumento da constante de for¢a de ligagdo quimica na superficie (Figura 42b). Houve
o desaparecimento da banda correspondente a ligacdo S=0O na amostra de MNP na
regido de 1035 e 865 cm™ e as bandas de absorcédo dos grupos silanol e siloxano
foram observadas no espectro de absorcdo da amostra SPION@APTS 1. A
confirmacgéo da presenca do silano na superficie das nanoparticulas de magnetita
deu-se pela banda de baixa intensidade na regido de 1235 cm™ atribuida ao
estiramento Si-C e as bandas em 1127, 1015 e 878 cm™ atribuidas aos grupos
siloxanos (Si-O-Si) e silandis (Si-O-H)%7%°,

E possivel também observar outras bandas que confirmam o recobrimento com
o organossilano, indicando a presenca do grupo amina. Nota-se no espectro de
absorcdo da amostra SPION@APTS 1 que houve um alargamento e aumento de
intensidade, assim como um pequeno deslocamento para maior nimero de onda da
banda 3423 cm™ para 3482 cm, atribuida anteriormente ao estiramento simétrico e
assimétrico do grupo O-H presente na amostra de SPIONs. Esse aumento de
intensidade é justificado pela sobreposicao do espectro de estiramento de O-H com a

deformacéo axial assimétrica de amina livre (vassim N-H) presente na estrutura do APTS,
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e o0 deslocamento para maiores comprimentos de onda pode ser explicado pela
formacdo de ligacbes de hidrogénio. No espectro de absorcdo para amostra
SPION@APTS 1 também é possivel identificar a banda com desdobramento de
intensidade média-forte na regido de 1634-1527 cm™ correspondente a deformacéo
axial assimétrica do grupo amina livre (dn-1), € na regido de 1384 cm™ se tem a banda
de deformacéao axial da ligacdo C-N. Ambas sugerem a presenca do amino-silano na
superficie da particula. A banda de baixa intensidade na regido de 2934 cm™ é
atribuida ao modo de estiramento das ligacdes C-H proveniente também do APTS!,
Apesar da analise por FTIR indicar a presenca do APTS na superficie das
nanoparticulas de magnetita, sdo necessarias outras técnicas para complementar o
estudo e denotar se o recobrimento ocorreu de forma efetiva.

Na Figura 43 sdo mostradas imagens de microscopia eletronica de transmissao
da amostra SPION@APTS 1, e como resultado podemos perceber a presenca do
APTS na superficie das nanoparticulas, porém ndo como esperado, uma vez que o
propdsito do recobrimento é que ndo seja de um grande aglomerado de particulas
(Figura 43a). Pode-se observar na Figura 43b a formacao de filmes de silano sobre
0s SPIONs, como também regides possivelmente ndo recobertas (Figura 43c). Na
imagem apresentada na Figura 43d € possivel observar que héa regibes do porta-
amostra onde as nanoparticulas apresentaram uma melhor dispersibilidade, mas a
presenca da formacdo de agregados € predominante, indicando que, embora o
recobrimento com APTS tenha ocorrido, ndo foi homogéneo por toda a amostra e
levou a intensa formacdo de agregados, ou seja, um conjunto de nanoparticulas

embebidas numa matriz de silica ou interligadas pela camada de superficie.
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Figura 43 — Microscopia eletronica de transmissdo da modificagdo da superficie das
nanoparticulas magnéticas com APTS (SPION@APTS 1).

Fonte: Autoria propria

O grafico presente na Figura 44 mostra o comportamento eletroforético e da
carga de superficie dos SPIONs modificados com APTS para amostra SPION@APTS
1 dispersa em solugdo aquosa, com eletrélito de suporte de cloreto de sédio 1x103

mol.L%, e a faixa de pH analisada foi de 2 a 12.

Figura 44 — Potencial Zeta e mobilidade eletroforética em funcéo do pH dos SPIONs e apos
recobertos com APTS (SPION@APTS 1), dispersa em meio aquoso na presenca do eletrélito
cloreto de sodio na faixa de pH de 2 a 12.
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Na Figura 44 os dados de potencial zeta corroboram as imagens de
microscopia eletrénica de transmissao, confirmando que o recobrimento ndo ocorreu
de forma efetiva, uma vez que o valor de potencial zeta variou ao redor de -25 mV na
regido de pH entre 6-8, onde reside a faixa de pH fisioldgico. Desta forma, a
estabilidade esta proxima a regido de estabilidade de curto prazo o que nao é de
interesse para o trabalho. Também o aumento do ponto isoelétrico ocorreu de forma
discreta, variando de 3,43 para 4,64.

Para obter melhores resultados, variaram-se alguns parametros como
relatados na Parte Experimental, que foram determinantes no controle do mecanismo
de hidrolise e condensacédo dos silanos. Adaptou-se o procedimento realizado por
Marciello (2013)77 e ao invés de adicionar 0,3 mol/L de acido nitrico como realizado
na sintese anterior (SPION@APTS 1), controlou-se o valor de pH da solucéo contendo
0s SPIONs antes da adicdo do APTS, diminuindo também a proporcdo de
SPION/APTS em dez vezes (1:5 m/m), pois se acredita que a formacéo de filmes
sobre as particulas ocorreram devido ao excesso de silano. Os valores de pH foram
ajustados para 4, 7 e 11 utilizando solugées de HClI e NaOH 1x10° mol/L, como
também sem adicao de catalisadores, utilizando o valor de pH da propria solucao de
SPIONSs sendo ele igual a dez. Na Figura 45 sdo apresentados espectros FTIR para
confirmar as ligacdes de silano na superficie dos SPIONs para as amostras variando
0 pH nos valores de 4 (SPION@APTS 2), 7 (SPION@APTS 3), 10 (SPION@APTS 4)
e 11 (SPION@APTS 5), e as respectivas atribuicdbes dos modos vibracionais

encontra-se na Tabela 8.
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Figura 45 — Espectros de absorcao na regido do infravermelho a) amostras de nanoparticulas
antes (SPIONSs) e ap0s o recobrimento com APTS (SPION@APTS 2-5), b) Recorte na regido
da ligacédo Fe-O. No detalhe, é mostrada a estrutura do SPION modificado com APTS.
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 8- Modos vibracionais atribuidos na regiao no infravermelho das amostras de SPION
e SPION@APTS 2-5.

Numero de onda Modo de vibracdo Numero de onda Modo de vibragao

(cm) SPION (cm) SPION@APTS
708-578/432 L1/V2 Fe-O 692-588/431 V1/V2 Fe-O
3431 VO-H,sim € VO-H,assim 3482 UO-H,sim/ UO-H,assim/
UN-H,assim
1627 O0-H 16534-1527 ON-H,assim
977-873 LS=0 1127-1015-878 USsi-0-5i / VSi-O-H
1235 vSsi-C
1384 OcN
2934 veH

Fonte: Autoria prépria

Nos espectros de absorcdo para diferentes valores de pH nota-se um leve
deslocamento para maiores nimeros de onda das bandas na regido de 578 cm
atribuida a ligacdo Fe-O-Si (Figura 45b). As bandas de absor¢éo na regiao de 3418 a
3430 cm* sdo atribuidas ao alongamento assimétrico da amina (vassim n-H) € 0 dubleto
na regido de 1630-1530 cm™ correspondente a deformacéo axial assimétrica do grupo
amina livre (On-H), como também o pico na regido de 1370 a 1390 cm* atribuido a
vibragéo de deformacéo axial da ligagdo C-N, ambas ligacdes presentes da estrutura
do APTS. As bandas em aproximadamente 2930-2855 cm! caracterizam as vibracdes

de alongamento simétrico e assimétrico da ligacdo C-H. A banda referente a ligacao
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S=0 presente na superficie dos SPIONs ndo esta mais nos espectros das amostras
SPION@APTS 2-5, no entanto apareceu na mesma regido bandas em 1130 cm
referente ao estiramento Si-C e em 1015-870 cm™ atribuidas a ligagdes Si-O-Si e Si-
O_H125_

As microscopias eletrénicas de transmissao das nanoparticulas recobertas com
APTS realizando estudo de pH estédo presentes na Figura 46, exceto para o pH 11
que sera discutido posteriormente. Em todas as amostras analisadas ndo houve
formacao de filme sobre as particulas como relatado anteriormente, isso pode ser
atribuido a diminuicdo da concentracdo de APTS. Para amostra SPION@APTS 2
realizada em pH 4,00, nota-se que héa regibes que foram recobertas (Figura 46a),
como também regibes que aparentam nao ter sido recobertas de maneira efetiva
(Figura 46b). J4 para amostra SPION@APTS 3, realizada em pH 7,00, mesmo apos
diminuir a concentracdo de silano, observa-se a formacédo de uma matriz polimérica
em volta das particulas, o que leva a formacéo de agregados, néo atingindo o objetivo
esperado do trabalho (Figura 46c-d). Para a amostra SPION@APTS 4, sintetizada em
pH 10, sendo o préprio pH do meio sem adicionar catalisador, apesar da camada de
silano em voltar das particulas ser um pouco espessa (Figura 46e-f). Esse resultado
foi melhor quando comparado com os demais, na qual € possivel observar que as
particulas foram totalmente recobertas, e ndo houve a formacdo de uma cadeia
polimérica extensa, sendo possivel melhorar esses resultados, diminuindo ainda mais

a concentracéo de APTS.
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Figura 46 — Imagens de microscopia eletrdnica de transmissao (MET), a-b) SPION@APTS 2,
c-d) SPION@APTS 3, e-f) SPION@APTS 4.

&

Fonte: Autoria propria

Embora as imagens mostrem o recobrimento em todas as particulas e um grau
de aglomeragdo menor, é necessario um estudo mais aprofundado para confirmar a
formacdo de agregados através de medidas do didmetro hidrodindmico realizadas
através da técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS). E dificil, para essas
amostras, diferenciar a formacgéo de agregados por conta da secagem do solvente, e
por isso, as medidas de DLS serdo fundamentais para elucidar essa questdo. Tais
medidas serdo discutidas posteriormente, na qual sera possivel associar com a
estabilidade coloidal dessas particulas.

A variacao dos valores de potencial zeta e mobilidade eletroforética em funcao
do pH é mostrada na Figura 47. As amostras recobertas com amino-silano

apresentaram comportamento eletroforético diferente da amostra sem funcionalizar
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(SPION), confirmando que houve modificacdo na superficie das nanoparticulas de

magnetita.

Figura 47 - Potencial zeta e mobilidade eletroforética em funcdo do pH para a amostra sem
recobrimento (SPION) e com recobrimento variando o pH do meio de reacdo para 4
(SPION@APTS 2), 7 (SPION@APTS 3), 10 (SPION@APTS 4) e 11 (SPION@APTS 5),
dispersa em meio aquoso na presenca do eletrélito cloreto de sédio na faixa de pH de 2 a 12.
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Fonte: Autoria prépria

De forma geral, as reacbes de polimerizagdo com organossilanos para
modificacdo da superficie das nanoparticulas ocorrem de forma muito lenta sem
utilizar catalisadores, tornando-a dependente do pH do meio de reacdo®®. Quando o
meio de reacgdo € acido, a hidrdlise do silano ocorre de forma muito rapida enquanto
a condensacao é muito lenta, ja em meio basico ocorre o inverso, a taxa de hidrélise
é muito mais lenta enquanto a taxa de condensacdo é muito mais rapida®>’.

Na Figura 47,

significativamente modificados quando o recobrimento se deu em meio alcalino. O

observa-se que os valores do potencial zeta sao
recobrimento efetivo de toda a superficie das nanoparticulas com APTS deve levar o
ponto isoelétrico para valores de pH ao redor de 7, considerando que o APTS possui
pKa de aproximadamente 10,6. Em meio &cido, o grupo amino terminal permanece
protonado conferindo carga positiva a superficie das nanoparticulas. Com o aumento

do pH, ocorre uma maior concentracdo de ions hidroxila no meio, 0s quais vao
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gradativamente neutralizando as cargas positivas do grupo amino protonado. Ao redor
de pH 7, a quantidade de ions hidroxila e de grupos protonados na superficie das
nanoparticulas se equivalem, resultando no ponto isoelétrico. Passando para valores
alcalinos, a quantidade de ions hidroxila proximos a superficie da nanoparticula
aumenta gradativamente, conferindo valores negativos de potencial de superficie, até
que se atinja um equilibrio (patamar na curva de potencial versus pH) onde os
processos difusionais mantém a carga de superficie praticamente constante.

As amostras cujo recobrimento se deu em pH &cido ou neutro, respectivamente
SPION@APTS 2 (pH 4) e SPION@APTS 3 (pH 7), apresentam valores de ponto
isoelétrico (Pie) mais proximos aqueles observados para os SPIONs sem
recobrimento, se encontrado ao redor de Pie ~5, 0 que pode indicar a presenca de
nanoparticulas ndo recobertas ou menor densidade de moléculas presentes no
recobrimento. Para a amostra SPION@APTS 2, embora seja esperado uma taxa de
hidrolise elevada por conta do pH acido, a taxa de condensacao é minimizada o que
pode interferir diretamente na quantidade de moléculas de APTS efetivamente ligadas
a superficie das nanoparticulas. Se restarem grupos silandis livres, devido a baixa
condensacdo, estes podem contribuir para a presenca de cargas positivas e o
abaixamento do Pi®®%’. No caso da amostra SPION@APTS 3, a explicacdo é
parecida, levando-se em conta que em pH neutro, tanto a velocidade de hidrélise
qguanto a taxa de condensacgédo sdo lentas®>>’. O grupo amino presente na estrutura
do APTS pode conduzir a prépria reacdo das moléculas de organossilano para
formacdo dos siloxanos, pois, o APTS auto-catalisa sua propria hidrolise e
condensacao devido ao seu carater basico em solugcédo aquosa (pKa=10,6). Assim, 0
mesmo hidrolisa e polimeriza espontéanea e completamente em poucos minutos na
presenca de agua e menos rapidamente na presenca de solvente organico, por isso,
€ importante manter a propor¢do agua/metanol 1:1, uma vez que a
polimerizacdo/condensacdo do APTS somente em agua ocorre de maneira
amplamente descontrolada® %8, Para as amostras SPION@APTS 4 e SPION@APTS
5, ambas recobertas em pH alcalino, respectivamente pH 10 e pH 11, a velocidade de
hidrélise do APTS é baixa, com maior taxa de condensacdo. Essas condicdes
permitem controlar melhor o processo de recobrimento e aumenta a eficiéncia das
ligagbes dos grupos silanois tanto com a superficie das nanoparticulas quanto em

reacoes laterais (com outros grupos silanodis proximos), elevando o valor do Pie.
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Em relacdo a estabilidade coloidal, a adicdo de APTS, como esperado, nao
contribuiu para a melhorara da dispersibilidade dos SPIONs em meio aquoso, entre
os pH 6-8, regido em que se encontra o pH fisiolégico (ao redor de 7,4). Se o
recobrimento € menos efetivo, como no caso das amostras SPION@APTS 2 e
SPION@APTS 3, os valores de potenciais sdo influenciados pelas caracteristicas da
superficie das proprias nanoparticulas, permanecendo com valores negativos de
potencial, variando-se entre aproximadamente -5 mV até -20 mV, conferindo-lhe baixa
estabilidade. Para as amostras SPION@APTS 4 e SPION@APTS 5, onde os dados
sugerem um recobrimento efetivo, a estabilidade é ainda menor, com 0s potenciais
variando na faixa cerca de +8 mV até -8 mV. A finalidade do grupo amino-terminal em
moléculas pequenas como o0 APTS é aumentar a biocompatibilidade da superficie dos
SPIONSs devido & menor toxicidade e, efetivamente, ser utilizado como uma molécula
intermediéaria para funcionalizacdes adicionais. Espera-se que ao funcionalizar essas
particulas com o acido folico diminua o potencial, e assim, obter um melhor controle
de estabilidade em razdo das repulsfes eletrostaticas dos grupos carboxilicos como
também repulsdes estéricas.

Com base nos dados obtidos pelo estudo de pH e notando a melhora dos
resultados ao diminuir a concentragao de silano, realizou-se um novo estudo variando
a proporcdo SPION/APTS fixando as reac6es em pH = 11. Ainda utilizando como base
o trabalho de Marciello (2009)’7, e agora considerando o pH otimizado como 11,
variou-se a propor¢cdo SPION/APTS (m/m) em 1:2 (SPION@APTS 6), 15
(SPION@APTS 7) e 1:10 (SPION@APTS 8). Os espectros FTIR das amostras
recobertas variando a proporcdo SPION/APTS (SPION@APTS 6-8) sao
apresentados na Figura 48 e as atribuicdes dos modos vibracionais estao presentes
na Tabela 9.
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Figura 48 - Espectros de absor¢éo na regido do infravermelho a) amostras de nanoparticulas
antes (SPIONSs) e ap0s o recobrimento com APTS (SPION@APTS 6-8), b) Recorte na regido
da ligacédo Fe-O. No detalhe, é mostrado a estrutura do SPION modificado com APTS.

B

Transmitancia (u.a.)

Transmitancia (u.a.)

£ 800 750 700 650 600 550 500 450
SPION@APTS Numero de onda (cm)
—6(1:2) “ b)

T —7(1:5) 9

o —8 (1:10) e

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

o,
O}S' /\/\

(o]

NH,

Numero de onda (cm™)
a)

Fonte: Autoria prépria

Tabela 9 - Modos vibracionais atribuidos na regido no infravermelho das amostras de SPION
e SPION@APTS 6-8.

Numero de onda Modo de vibracdo Numero de onda Modo de vibracao

(cm™) SPION (cm) SPION@APTS
708-578/432 o1/02 Foo 692-588/431 v1/o2 Foo
3431 VO-H,sim € VO-H,assim 3482 LO-H,sim/ VO-H,assim/
UN-H,assim
1627 O0-H 1634-1527 ON-H,assim
977-873 VS=0 1127-1015-878 05.0.51/ LSLOH
1235 vsi-c
1384 Oc-N
2934 VeH

Fonte: Autoria prépria

Para todos os espectros de absorcdo apresentados na Figura 48 nota-se a
presenca das ligacdes caracteristicas da modificacdo de superficie dos SPIONs com
as moléculas de APTS, como discutido anteriormente.

As microscopias eletrbnicas de transmissdao (MET) para o estudo de
concentracdo (SPION@APTS 6-8) estao presentes na Figura 49, na qual se observa
um aumento proporcional da camada de silano na superficie das particulas com o
aumento da concentracdo. Para a amostra SPION@APTS 6 (Figura 49a-b), sintese
realizada na proporcgéo 1:2, houve a formacdo de uma fina camada de organossilano

em volta das particulas, diferentemente das sinteses discutidas anteriormente. Nao
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se verificou a formacdo de uma matriz polimérica em um agregado de particulas,
indicando que recobrimento ocorreu de forma efetiva e individualmente. Para amostra
SPION@APTS 7 (Figura 49c-d), ja discutida anteriormente no estudo de pH, em que
a sintese foi sucedida em pH 11 e proporcéo 1:5 (SPION@APTS 5), o recobrimento
aconteceu de forma eficaz, corroborando os dados relatados nas medidas de
potencial zeta, porém, uma larga camada de polimero foi formada em volta das
particulas, comprovando que menores concentracbes de silano favorece o
recobrimento individual das particulas. Para amostra SPION@APTS 8 (Figura 49e-f),
como esperado, ao aumentar a concentracdo do silano na proporcdo SPION/APTS
1:10, houve um aumento na densidade da camada de polimero formada, aglomerando

as particulas em uma matriz polimérica.

Figura 49 - Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo (MET), a-b) SPION@APTS 6,
c-d) SPION@APTS 7, e-f) SPION@APTS 8.

Fonte: Autoria propria
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As medidas de variacdo dos valores de potencial zeta e da mobilidade
eletroforética em funcéo do pH, para estudo da modificacdo de superficie variando a

concentragéo de silano (SPION@APTS 6-8) estdo presentes na Figura 50.

Figura 50 - Potencial zeta e mobilidade eletroforética em funcdo do pH para a amostra sem
recobrimento (SPION) e recobertas com APTS em pH 11 variando a propor¢cdo SPION/APTS
em 1:2 (SPION@APTS 6), 1.5 (SPION@APTS 7), 1:10 (SPION@APTS 8), dispersas em meio
aquoso na presenca do eletrdlito cloreto de sddio na faixa de pH de 2 a 12.
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Fonte: Autoria prépria

Conforme as medidas experimentais obtidas pelas andlises de potencial zeta,
0S pontos isoelétricos para as amostras SPION@APTS 6, SPION@APTS 7 e
SPION@APTS 8 foram 8,41, 7,01 e 5,48, respectivamente, havendo melhora
significativa dos resultados ao diminuir a proporcdo SPION/APTS (m/m). Nota-se que
quanto maior a propor¢do SPION/APTS, menor € o ponto isoelétrico, ou seja, menos
efetivo foi o recobrimento, como foi possivel observar nas imagens obtidas por TEM e
analisadas anteriormente com a propor¢ao 50:1, na qual houve a formacéo de filmes
ou de agregados de particulas recobertas, como também regides sem recobrimento.
Os dados presentes na Figura 50 corroboram as imagens por TEM discutida
anteriormente (Figura 49), onde para a amostra SPION@APTS 6, de proporgéao 1:2,
o Pie foi superior quando comparado com as demais amostras estudas até 0 momento,

formando um fino recobrimento de silano sobre a superficie das particulas de SPIONs
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individualmente. Para as amostras SPION@APTS 7 e SPION@APTS 8 a camada de
silano aumentou com o0 aumento de concentracéo de silano, sendo compativel com a
diminuicdo do Pie das respectivas amostras. A estrutura do organossilano possui o
grupo amino terminal que apresenta carater basico, podendo formar ligacbes de
hidrogénio com outras moléculas de amino-silano, conforme mostrado esquema
apresentado na Figura 41. Em maiores concentracdes de APTS ha um favorecimento
para o aumento dessas interacfes, levando a policondensacdo do polimero,
desfavorecendo a formagdo de monocamadas de interesse, contribuindo para a
formacdo de agregado e diminuindo a estabilidade coloidal das particulas.
Consequentemente menos grupos de carater basico ficam disponiveis, com isso 0s
pontos isoelétricos sdo menores e a diferenca da particula com e sem recobrimento é
minima. Menores propor¢des, silano/nanoparticulas favorece o recobrimento
individual das particulas e a presenca de mais grupos amino disponiveis acarreta
aumento do ponto isoelétrico, tornando-se viavel para etapas posteriores de
acoplamento com &cido folico.

A analise de espectroscopia Raman da amostra de SPIONs recobertas com
APTS (SPION@APTS) foi realizada para averiguar a modificacdo na superficie das
nanoparticulas, e encontra-se na Figura 51, na qual foi dividida em duas regides, de
110 a 510 cm e de 560 a 3800 cm?, e as respectivas atribuicdes dos deslocamentos

Raman estéo presentes na Tabela 10.

Figura 51 — Espectro Raman da amostra antes do recobrimento (SPION) e apés recoberta
com APTS (SPION@APTS) utilizando laser 785 nm e intensidade de 100%.
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Fonte: Autoria prépria
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Tabela 10 — Deslocamentos Raman atribuidos para 6xidos de ferro recobertos com APTS.

Deslocamento SPION Deslocamento SPION@APTS

Raman (cm™) 100% Raman (cm™) 100%
221 Hematita 221 Hematita
241 Hematita 240 Hematita
286 Hematita 287 Hematita
402 Hematita 404 Hematita
488 Hematita 492 Hematita
604 Hematita 604-645 Hematita
1382 Hematita 1308 Hematita

Fonte: Autoria prépria

O espectro Raman obtido para amostra SPION@APTS € muito semelhante ao
da amostra sem recobrimento (SPION). Na amostra recoberta (linha vermelha)
também houve a conversdo do oOxido de ferro de magnetita em maghemita e
subsequentemente em hematita, como ja explicado anteriormente. O laser utilizado
foi de 785 nm, e intensidade do laser utilizado para ambas as amostras foi de 100%.
Contudo, observa-se que para amostra recoberta com APTS, o modo vibracional
centrado em 1382cmt possui intensidade menor, indicando que houve uma menor
conversdao da fase estrutural da magnetita, sugerindo que a modificacao da superficie
com organossilano pode melhorar a estabilidade dos SPIONs!%! e previnir processos
oxidativos na superficie das particulas. O deslocamento Raman de algumas bandas
na amostra SPION@APTS pode ser atribuido a ligacdo covalente dos silanos na
superficie das particulas.

Na Figura 52 é constatado a analogia entre os valores de potencial zeta e do
diametro hidrodinamico (Z-Average) em funcdo do pH para amostra SPION@APTS
6, considerando a relacdo da carga de superficie e a sua dependéncia com o pH. O
pH do ponto isoelétrico (Pie) dessa amostra € de ~8,41, ou seja, nessa regiao a
somatoria das cargas da superficie das particulas € igual a zero. Com isso, ndo ha
forcas eletrostéaticas estabilizando a particula, sendo uma regido instavel e com alto
grau de sedimentacdo, acrescido da circunstancia do organossilano possuir grupos
amino-terminais que podem realizar interagdes de hidrogénio, contribuindo ainda mais
para o processo de agregacao. Para pH abaixo do ponto isoelétrico (< 8,41) 0os grupos
amino-terminais encontram-se protonados (-NHs*), e a carga da superficie €&
positival?®, Apesar dos valores de potencial zeta para os pH 2 e 4 estarem dentro da

faixa de estabilidade, observa-se um grande tamanho hidrodindmico das particulas.
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Novas interacfes intermoleculares podem ocorrer na presenca do ion H*, afetando a
estabilidade coloidal e consequentemente o valor de Z-Average, e essa instabilidade
€ constatada nos altos valores dos erros. Para os pH 6 e 8, regido proxima ao P, 0s
valores de potencial zeta estdo na faixa de baixa estabilidade coloidal,
consequentemente os valores de Z-Average sao maiores, indicando a formacédo de
grandes aglomerados de particulas recobertas, refletindo em uma medida de erro
extensa. Em pH superior ao do ponto isoelétrico (pH 10 e 12) predomina o carater
béasico dos grupos amina (-NH2), ocorrendo repulsdo eletrostatica com os ions
hidroxilas (OH") presente na solucdo, que também possuem carga negativa,
resultando em menores tamanhos hidrodindmicos em razdo de uma melhor

estabilidade das particulas, que pode ser verificado pelo baixo valor do erro.

Figura 52 — Gréfico do potencial zeta e do didmetro hidrodindmico versus pH da amostra
SPION@APTS.
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Uma das finalidades do recobrimento das nanoparticulas de magnetita com
organossilano para aplicacdo bioldgica, € minimizar a alta energia de superficie
decorrente do seu pequeno tamanho, para prevenir a agregagao. Entretanto como
discutido anteriormente, a faixa de pH para obter a estabilidade coloidal das particulas
modificadas com amino-silano é em torno de 10-12, ou seja, torna-se inviavel para a
aplicacao direta em sistemas biomeédicos. Entretanto, € um processo intermediario
para o acoplamento da molécula de acido félico, que podera melhorar a estabilidade
dessas nanoparticulas, por meio de repulsfes eletrostaticas e estéricas. Esse

comportamento instavel para as SPIONs modificadas com o APTS, pode ser
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observado nas curvas de distribuicdo de tamanho em funcdo do nimero de particulas,

obtidas pela analise de DLS e apresentados na Figura 53.

Figura 53 — Curva de distribuicdo de tamanho em fungdo do niumero de particulas para a
amostra SPION@APTS 6.
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Fonte: Autoria prépria

A primeira e a segunda curva de distribuicdo de tamanho das particulas
recobertas com APTS, apresentaram uma distribuicdo estreita. Esse tipo de
distribuicdo é caracteristico de particulas grandes, na qual ndo conseguem se
locomover rapidamente como as particulas pequenas, obtendo-se um sinal estreito.
Contundo, ao iniciar a primeira corrida, a amostra SPION@APTS 6 ja havia floculado
e decantando, portando a primeira curva de distribuicdo obtida (linha preta) foi apenas
das particulas que ainda se encontrava dispersa em solucdo. Ressalta-se que 50%
do nimero de particulas esta distribuido nessa estreita faixa de tamanho, com o valor
de PDI cerca de 1, confirmando a elevada polidispersividade. Esse comportamento &
comprovado pela segunda curva de distribuicdo (linha vermelha), em que 50 % do
namero de particulas que ainda estavam dispersas em solucdo, estava deslocado
para menor numero de tamanho, indicando que mais particulas decantaram,
permanecendo com alto grau de polisdispersividade. Por fim, a terceira corrida (linha
azul) mostra que houve uma dissolucéo dos floculados decantados, e o aparecimento
de uma larga distribuicdo de tamanho dos agregados em torno de ~280 nm. Esse
comportamento era esperado, pois as analises foram realizadas em solugdo aquosa,
ou seja, pH ~7, regido proxima do ponto isoelétrico dessas particulas, onde apresenta
uma baixa estabilidade coloidal e com alta tendéncia de se aglomerarem. Outro fator

gue pode ter contribuido para que ocorresse maior formacao de agregados, € a alta
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concentracdo de particulas em solucdo. Acredita-se que com a diminuicdo da
concentracdo, poderia diminuir a formacéao de grandes agregados, porém, ndo houve

tempo habil para realizar o ajuste desse parametro por conta da Pandemia

Figura 54 - Curva de magnetizacdo de saturacdo da magnetita recoberta com APTS
(SPION@APTS).
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Também foi realizada a analise de VSM para a amostra SPION@APTS 6 a fim
de verificar se houve mudanca do comportamento magnético dos SPIONs apos a
modificacdo da superficie pelo APTS. Na Figura 54 observa-se a curva de
magnetizacdo vs campo magnético aplicado, onde o valor de magnetizacdo de
saturacdo para amostra SPION@APTS 6 foi de 46,5 emu.g?, que é ligeiramente
menor do que da amostra sem recobrimento (50 emu.g*). Esse menor valor pode ser
atribuido aos efeitos de superficie pela presenca do silano, além do fato de se
introduzir uma material diamagnético no sistema, o qual ndo contribui para a
magnetizacdo!?’. Além disso, as curvas de magnetizacdo dependentes de campo
apresentaram um leve aumento no valor do valor de coercividade, de 0,03 kOe para
0,05 kOe. Esses resultados ainda permitem considerar que os valores de coercividade
(Hc) e remanéncia (Mr) sao despreziveis, indicando que mesmo apds o recobrimento
as nanoparticulas ainda apresentaram um comportamento superparamagnético a

temperatura ambiente.
4.3.2. Modificagcdo com 3-mercaptopropril-trimetoxisilano (SPION@MPTMS)

O uso do (3-mercaptopropil)trimetoxisilano como agente de modificagéo direta

7

de superficie dos SPIONs é pouco relatado na literatura, principalmente para
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funcionalizacdo com &acido félico para aplicacdo terandstica. Compreendendo a
necessidade de estudos nessa area, o MPTMS foi um dos organossilanos selecionado
para esse trabalho. O MPTMS é muito sensivel a umidade, dificultando a modificagdo
da superficie por apresentar problemas de homogeneidade e reprodutibilidade'?8, uma
vez que a presenca de agua € essencial para a catéalise de hidrdlise e condensacéo
de silanos®>°"122, Qutro problema é a facil oxidacdo dos tidis na presenca da
atmosfera de oxigénio, formando ligacdes dissulfeto?®13°, ou ao ficar exposto em ar
por periodo prolongado, podem ser oxidados a sulfonatos'?8, diminuindo a densidade
de grupos mercapto disponiveis para etapas posteriores. Os tidis-silano, como o
MPTMS, apresentam comportamento acido devido seu carater eletrofilico, e por
dispor de grupo funcional (-SH) altamente ani6nico®®!, proporciona uma melhor
estabilidade coloidal quando comparado com os amino-silanos (APTS), que possuem
comportamento basico (nucleofilico) e com o ponto isoelétrico (regido de menor
estabilidade), préximo da faixa de pH para aplicacéo biologica.

A metodologia utilizada nessa etapa foi baseada no trabalho de Pallavicini
(2015)%, com os parametros de sintese préximo ao que foi utilizado para o
recobrimento com o APTS. A hidrélise e condensacéao para o tiol-silano foi controlada
por catalise basica (pH=9), com a proporcdo agual/etanol 1:2 (v/v), menor tempo de
reacao (7 horas), necessitando de atmosfera inerte (N2) para prevenir a oxidacéo do
grupo tiol e variando as propor¢des SPION/MPTMS (m/m) em 1:1 (SPION@MPTMS
1), 1:2 (SPION@MPTMS 2) e 1:3 (SPION@MPTMS 3)

Para identificar a modificacdo covalente da superficie dos SPIONs pelo
MPTMS, realizou-se a espectroscopia FTIR das amostras em diferentes
concentracbes de SPION/MPTMS (SPION@MPTMS 1-3), presente na Figura 55 e

suas respectivas atribuicdes na Tabela 11.
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Figura 55 — Espectros de absorcao na regido do infravermelho a) amostras de nanoparticulas
antes (SPIONs) e ap6s o recobrimento com MPTMS (SPION@MPTMS 1-3), b) Recorte na
regido da ligagdo Fe-O, c) Recorte na regido da ligacdo S-H. No detalhe, é mostrado a

estrutura do SPION modificado com MPTS.
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Tabela 11 - Modos vibracionais atribuidos na regido no infravermelho das amostras de SPION

e SPION@MPTMS 1-3.

Numero de onda Modo de vibragéo

Numero de onda Modo de vibracéo

(cm™) SPION (cm™) SPION@MPTMS
708-578/432 L1/V2 Fe0 692-588/431 V102 Fe0
3431 VO-H,sim € VO-H,assim 3484 UO-H,sim/ UO-H,assim/
USi-0-H
1627 O0-H 1629 O0o-H
977-873 Vs=0 1161-1056-880 LSLO.Si | LSLOM
2539 VSH
689 Oc-s
2935 VCH

Fonte: Autoria propria

Para o espectro FTIR da amostra de SPION presente na Figura 55a, duas

bandas na regido de 708-578 e 432 cm’, de forte e pequena intensidade, s&o

atribuidas, respectivamente, aos estiramentos vi e vz da ligacdo Fe-O da magnetita.

Apo6s o recobrimento com o MPTMS, houve deslocamento dessas bandas para

menores numeros de ondas, em torno de 692-588 e 431 cm* (Figura 55b), resultante

da modificacdo da superficie devido a ligacdo covalente Fe-O-Si e a formacéo da

camada de silano'®?. A banda referente a vibracdo de flexdo assimétrica e simétrica
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da ligacao siloxano (Si-O-Si), encontra-se, respectivamente, na regido de 1161-1056
e 880 cm, na qual a banda de silanol (Si-OH) proveniente de silanos néo ligados a
superficie, encontra-se sobreposta a larga banda de vibragdo do alongamento Si-O-
Si. Os silan6is também possuem vibracdo de alongamento na mesma regido de
estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo O-H na regido de 3484 cm™,
proveniente de &gua fisissorvida pelos silanos presentes na superficie das
nanoparticulas modificadas'3133, além da banda de deformacéo na regido de 1629
cmt. A banda tipica na regido de 2935 cm™ é atribuida aos alongamentos simétricos
e assimétricos da ligacdo C-H, procedente da cadeia de alcano presente em todos
alcoxissilanos®®?. A presenca do grupo tiol na superficie dos SPIONs pode ser
identificada pelas bandas em 689 cm, atribuida ao alongamento assimétrico da
ligagdo C-S e em torno de 879 cm associada a vibragdo de flexdo de S-H, na qual
deve estar sobreposta na mesma regido da ligacdo Si-O-Si'*3. Outra banda com
intensidade muito fraca utilizada para identificacdo do grupo mercapto esta presente
na regido de 2536 cm™, e pode ser melhor observada no recorte apresentado na
Figura 55c131:133.134

Apesar de a técnica FTIR ser qualitativa, o que impossibilita afirmar se o
recobrimento ocorreu de forma efetiva e uniforme, na Figura 55 é possivel observar
gue o espectro da amostra SPION@MPTMS 1 esta melhor definido, principalmente
para as bandas caracteristicas do grupo tiol (C-S e S-H), entretanto € necessario
técnicas complementares para afirmar o melhor parametro, como sera discutido

posteriormente.

Figura 56 - Espectros Raman das amostras de 6xidos de ferro recobertos com MPTMS.
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Tabela 12 - Deslocamentos Raman atribuidos para 6xidos de ferro recobertos com MPTMS.

Deslocamento SPION Deslocamento SPION@MPTMS
Raman (cm™) 100% Raman (cm™) 100%
221 Hematita 215 Hematita
241 Hematita 277 Hematita
286 Hematita 303 Magnetita
402 Hematita 383 Hematita
488 Hematita 478 Hematita
604 Hematita 593 Hematita
1382 Hematita 675 L(C-S)
938 P(c-H)
1288 O(c-H)

Fonte: Autoria prépria

O espectro Raman da amostra modificada com o tiol-silano (Figura 56), é
semelhante ao da amostra de SPION antes do recobrimento, realizadas nas mesmas
condicBes (laser 785 nm com intensidade de 100%). A analise apresentou as mesmas
bandas (Tabela 12), porém deslocadas para 215, 277, 383, 478 e 593 cm, e sdo
atribuidas a mudanca de estrutura da magnetita em hematita, por conta do
aguecimento provocado pela alta intensidade do laser. Na amostra SPION@MPTMS,
nota-se o aparecimento do deslocamento Raman na regido de 303 cm?, referente a
estrutura da magnetita, sugerindo que a presenca da camada de silano em torno das
particulas impossibilitou a total conversao de fase do 6xido de ferro, na qual pode-se
afirmar que a presenca do recobrimento pode melhorar a estabilidade dos SPIONs e
prevenir a oxidacéo da superficie das particulas'®!. A banda de deslocamento de baixa
intensidade que caracteriza a presenca do tiol na superficie das particulas esta
presente na regido de 675 cm, e é atribuida ao alongamento da ligacdo C-S130.135,
Outras bandas de alta intensidade que indicam a presengca do organossilano
recobrindo as nanoparticulas encontra-se na regido de 938 e 1288 cm, e sdo
atribuidas ao modo de vibracdo de flexdo assimétrica no plano'¢ e ao modo de

curvatura3®137 das ligacdes C-H.
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Figura 57 — Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) para amostra de SPION
recoberta com MPTMS (SPION@MPTMS 1).

Fonte: Autoria propria

Na Figura 57, pode-se observar que o recobrimento dos SPIONs com MPTMS
para amostra SPION@MPTMS 1 ocorreu de forma efetiva, formando uma fina
camada de tiol-silano em torno de particulas individuais e sem a formacédo de uma
matriz polimérica em torno de um agregado de particulas, atingindo o obtivo do
trabalho. Apesar de nas imagens as particulas estarem relativamente agregadas, o
gue é esperado devido a secagem do solvente, nota-se que houve uma melhora na
dispersdo das nanoparticulas quando comparada com as imagens dos SPIONs antes
do recobrimento.

As medidas de variacdo dos valores de potencial zeta e da mobilidade
eletroforética em funcdo do pH, para estudo da modificacdo de superficie variando a
concentracéo de tiol-silano (SPION@MPTMS 1-3) estéo presentes na Figura 58.
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Figura 58 - Potencial zeta e mobilidade eletroforética em funcdo do pH para a amostra sem
recobrimento (SPION) e recobertas com MPTMS nas propor¢cdes SPION/MPTMS 1:1
(SPION@MPTMS 1), 1:2 (SPION@MPTMS 2) e 1:3 (SPION@MPTMS 3), dispersas em meio
aguoso na presenca do eletrdlito cloreto de sédio na faixa de pH de 2 a 12.
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Os SPIONs recobertos com MPTMS desempenharam comportamento
diferente dos valores de potencial zeta, quando comparado os SPIONs modificados
com APTS, no item 4.3.1. O 3-(mercaptopropil)trimetoxisilano possui 0 pKa=10,47, e
em pH acido ou neutro, o enxofre permanece protonado (-RSH). Apés atingir o pKa,
em condi¢cOes alcalinas, ocorre a desprotonacéo do tiol formando os anions tiolatos
(RS’) de carater nucleofilico, tornando-os suscetiveis a oxidagdo!3813° Esse
comportamento dos tidis-silanos acarreta valores negativos de potencial zeta,
contribuindo para a estabilidade coloidal pelo efeito das forcas de repulséo
eletrostaticas. Esse comportamento difere dos amino-silanos (pKa=10,6), na qual o
grupo amino é protonado em condi¢des acidas e neutra até atingir seu pKa (ponto
isoelétrico), apresentado estabilidade apenas em condi¢des basicas (pH>10).

De acordo com as medidas experimentais obtidas pelas analises de potencial
zeta e mobilidade eletroforética, houve a melhora dos resultados ao diminuir a
proporcdo SPION/MPTMS (m/m), assim como ja observado para o estudo de
concentracdo de APTS, discutido anteriormente. Quanto menor a proporgcao

SPION/MPTMS, mais efetivo e uniforme ocorre o recobrimento em torno de particulas
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individuais. Ao aumentar a concentracdo de silano, favorece a formacdo de
policamadas e, consequentemente, a agregacao das particulas em uma matriz
polimérica, resultando em menos grupos tiois disponiveis para etapa posterior de
funcionalizacdo. Pallavicini (2015)2° quantificou os grupos ti6is disponiveis em seu
estudo sobre a proporcdo SPION/MPTMS na modificacdo das nanoparticulas
magnéticas. Os resultados observados pelo autor corroboraram a analise de potencial
zeta obtida nesse trabalho, onde para menores propor¢des, houve maior nimero de -
SH livre por nanoparticulas, demonstrando que para baixas concentra¢des favorecem
a formacdo de monocamadas. Por outro lado, razdes mais elevadas promovem a
formacdo de policamadas, formando um invélucro polimérico.

O valor de potencial zeta e de mobilidade eletroforética dos SPIONSs recobertos
com MPTMS na propor¢do SPION/MPTMS 1:1 (m/m) (SPION@MPTMS 1), foram
menores quando comparados com os valores das nanoparticulas de magnetita antes
do recobrimento (SPION). Observa-se que as particulas permanecem estaveis para a
maioria dos pH (< -30 mV), exceto para pH igual a dois, na qual se encontra na faixa
de estabilidade a curto prazo (~19 mV). Em pH fisiol6gico, 0os grupos tidis estdo em
sua forma anidnica (-RS)'!, acarretando em cargas negativas na superficie das
nanoparticulas, aumentando a repulsdo eletrostatica e melhorando a estabilidade
coloidal. Observa-se que para as amostras de SPION e SPION@MPTMS, os valores
de potencial zeta para essa regiao foi de ~ -31 mV e ~ -40mV, respectivamente. Para
as amostras SPION@MPTMS 2 e 3, nota-se que os valores de potencial zeta estéo
préximo daqueles da amostra de SPION sem recobrimento, sugerindo que a
modificacdo da superficie ndo foi efetiva. Na regido de interesse para aplicacéo
biologica, pH entre 6-8, a estabilidade coloidal das particulas diminuiu para as
amostras recobertas com tiol-silano, pois a elevada concentragéo de organossilanos
ocasionou a formacgéo de grandes cadeias poliméricas, provocando a agregacao das

nanoparticulas.
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Figura 59 - Gréfico do potencial zeta e do diametro hidrodinAmico versus pH da amostra
SPION@MPTMS 1.
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Fonte: Autoria prépria

Na Figura 59, correlacionou-se os valores de potencial zeta e tamanho
hidrodindmico (Z-Average) para diferentes pH da amostra SPION@MPTMS 1.
Embora os valores de potencial zeta indiquem que os SPIONs recobertos com tiol-
silano séo estaveis para pH>2, ocorreu o aumento do tamanho hidrodindmico para os
pH 4, 6 e 12. O grupo tiol é receptor de elétrons, ou seja, possui carater acido. Em
pH=2 ocorre repulsdo eletrostatica entre o tiol-silano (R-SH) presente na superficie
das nanoparticulas e os ions H* em solucdo, ocasionando um menor valor de Z-
Average. Na regido de pH 4 e 6, na qual a concentragéo de H* em solu¢ao diminui, as
forcas de repulséo eletrostatica deixam de atuar, e a presenca do proton pode interferir
na polarizabilidade da molécula do MPTMS, favorecendo novas interacdes entre 0s
atomos de enxofre como, por exemplo, interacfes de van der Waals. Essas interacdes
intermoleculares séo fracas, ndo alterando a carga da particula, na qual se observa
uma constancia nos valores de potencial zeta e com baixos valores de erro, entretanto
nota-se o aumento do tamanho hidrodindmico e um valor elevado valor do erro. Para
pH 8-10, atingiu-se o valor do pKa, sendo a regido de maior estabilidade coloidal e
consequentemente menor tamanho hidrodinAmico. Para pH>10, o grupo tiol é
desprotonado prevalecendo a forma anibnica (-RS"), de carater nucleofilico, na qual
pode ocorrer a oxidacdo e formacdo da ligacdo dissulfeto entre as particulas
modificadas com o MPTMS, proporcionando o aumento do tamanho hidrodinamico
das nanoparticulas, como é observado na Figura 59. A curva de distribuicdo de

tamanho da amostra SPION@MPTMS 1 em fungcéo do numero de particulas encontra-
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se na Figura 60, na qual realizou-se trés corridas consecutivas, para averiguar a

confiabilidade das medidas.

Figura 60 - Curva de distribuicdo de tamanho em funcdo do nimero de particulas para a
amostra SPION@MPTMS 1.
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Fonte: Autoria prépria

Nota-se na primeira corrida (linha preta) o inicio da agregacdo dos SPIONs
recobertos com MPTMS. A maior porcentagem do nimero de particulas encontra-se
distribuidos em uma estreita faixa de tamanho com um maximo em 458 nm. Surge
uma nova distribuicdo a partir de aproximadamente 1000 nm, onde pequenas
guantidades de particulas estdo distribuidas em uma larga faixa de tamanho,
indicando o principio da formagcdo de agregados. Esse processo € confirmado na
segunda corrida (linha vermelha), na qual ocorreu a sobreposicdo da distribuicdo na
regido de 458 nm, porém, em menor quantidade, enquanto houve o aumento do
namero de particulas para maiores tamanhos, caracteristico de uma curva bimodal.
Na ultima corrida (linha azul), observa-se uma curva monomodal alargada e deslocada
para maior tamanho de particulas (1264 nm), confirmando o processo de agregacao
da amostra SPION@MPTMS. Apesar da formacéo de agregados para essa amostra,
o valor de polidispersividade foi de 0,486, indicando uma boa qualidade de resultado,
representando uma amostra monodispersa. A alta concentragdo de particulas
recobertas com tiol-silano pode ter influenciado na formacéo de agregados, pois faz
com que aumente a frequéncia das colisbes, e diminui o espago na qual as
nanoparticulas possam se movimentar na solucdo. Para melhor obter a confiabilidade

desses resultados, e para um posterior estudo simulando o fluido sanguineo, sera
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necessario um estudo na concentracdo da amostra, na qual nao foi possivel realizar

em circunstancia da Pandemia.

4.4. Funcionalizagdo da superficie das nanoparticulas com &cido fdlico

O écido folico é classificado como vitamina B, solavel em agua, tornando-o uma
molécula de interesse para aplicacdo em meio biolégico, como agente de

direcionamento terandstico3149,

Figura 61 — Mecanismo de ativacdo do &cido félico via DDC/NHS e posterior reacdo com
amina primaria para formacgé&o da ligagdo amida.
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Fonte: Autoria prépria

A estratégia utilizada nesse trabalho para a funcionalizacdo direta do acido
folico na superficie dos SPIONs recoberto com APTS e para a modificacdo do &cido
félico com amito-tiol para posteriormente acoplar na superficie dos SPIONs
modificados com MPTMS, foi a ligacdo covalente entre o grupo carboxilico e o grupo

amina via ligagdo amida, conhecido como método da carbodiimida, e 0 mecanismo
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estd representado na Figura 61. Nesse método, utliza-se o N,N-
Diciclohexilcarbodiimida (DDC) como ativador do grupo carboxilato do acido félico,
formando um intermediario (O-acilisoureia), e o N-hidroxissuccinimida (NHS) como
estabilizador do intermediario para a reacdo de reticulacdo com a amina 4. O
subproduto formado ap6s a ativacao do acido folico via DDC/NHS é o diclohexiluréia

(DCU), precipitado branco, que foi removido por multiplas filtracdes (Figura 62).

Figura 62 — Solucdo de &cido folico ativado (FA-NHS) pelo método da carbodiimina e seu
subproduto, diciclohexiluréia (DCU), removido por filtracao.
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Fonte: Autoria prépria

4.4.1. Funcionalizagcdo da superficie dos SPIONs recobertos com APTS
(SPION@APTS@FA) via ligagdo amida

A biocompatibilizacdo das nanoparticulas foi realizada pelo acoplamento dos
grupos carboxilatos do acido félico com os grupos amino-terminais do APTS. O

acoplamento ocorre pela formacéo de uma ligacdo amida do tipo peptidica.
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Figura 63 - Espectros FTIR a) amostras de nanoparticulas antes do recobrimento (SPION),
recobertas com APTS (SPION@APTS), e apdés a funcionalizagcdo com o acido folico
(SPION@APTS@FA), b) recorte na regido da ligagdo amida, c) recorte na regido da ligagédo
Fe-O. No detalhe, € mostrado a estrutura do SPION modificado com APTS e funcionalizado
com o &cido folico.
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 13 - Modos vibracionais atribuidos na regido no infravermelho das amostras de
SPION@APTS e SPION@APTS@FA.

Numero de onda Modo de vibracdo Numero de onda Modo de vibracao

(cm™) SPION@APTS (cm™) SPION@APTS@FA
692-588/431 v1/U2 Fe-0 693-578/431 L1/V2 Fe-0
3482 L)O-H,sim/ L)O-H,assim/ 886 6C-H, aromatico
VN-H,assim dissubstituido
16534-1527 ON-H,assim 1126 ON-H
1127-1015-878 Usi-0-si / LSi-0-H 1307 UN-H, aromatico
1235 vsi-c 1400 VC-0, carbonil
1384 Oc-N 1512 VC=N
2934 LC-H 1620 LN-(c=0) (@amida II)
1690 vc-(c=0) (amida I)
2925-2868 DeH
3426 UO-H,sim/ UO-H,assim/
UN-H,assim

Fonte: Autoria prépria
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Na Figura 63a encontra-se o espectro no infravermelho das amostras de
SPIONSs recoberta com APTS e funcionalizada com acido folico (MNP@AT@AF).
Nota-se que a banda referente a ligagdo Fe-O ainda permaneceu no espectro da
amostra MNP@AT@AF, porém, menos intensa e levemente deslocada para menor
numero de onda quando comparada com a amostra SPION@APTS, de 588 cm™ para
578 cm™ (Figura 63c). Esse deslocamento é um indicativo do acoplamento do acido
folico com o grupo amino-terminal do silano, uma vez que novas ligagdes covalentes
podem ocasionar o deslocamento de componentes da interface!?*. A auséncia da
banda Si-O de baixa intensidade no espectro da amostra funcionalizada evidencia
também o acoplamento bem-sucedido do &cido félico na amostra SPION@APTS,
onde a mesma se encontra mascarada devido a sobreposi¢do de bandas intensas do
ligante funcional'*>. A banda de alta intensidade entre 3600-3400 cm™ pode ser
atribuida as vibracfes da ligacdo N-H presente na porcao pteridina (pt) da estrutura
do &cido félico ou possiveis grupos amino-livres do APTS*3, Ainda nessa regido, pode
haver a sobreposicdo dos modos vibracionais de estiramento simétrico e assimétrico
da ligagdo O-H (vo-H.sim € vo-H,assim) da fracdo de acido glutdmico da molécula de acido
félico. A banda na regido de 2925-2868 cm é atribuida ao modo de estiramento das
ligacdes C-H que ja estavam presentes na amostra SPION@APTS. As bandas em
1690 cm™ e 1620 cm podem ser distinguidas e atribuidas aos modos vibracionais de
alongamento da ligacdo C-C=0 dos grupos acidos carboxilicos presentes na estrutura
do &cido félico e na formacdo da ligacdo amida I, e de flexdo da ligagdo N-C=0
atribuido a formacdo da ligacdo amida I, respetivamente!l-13113142 A" menor
intensidade e o deslocamento para maior nimero de onda do grupo carboxilato, como
observado no recorte apresentado na Figura 65b, comprovam a formacao da ligacao
amida | e amida Il, indicando o que o acido félico foi acoplado com sucesso na
superficie dos SPIONs modificado com APTS*3. As bandas na regiéo entre 1500-1400
cm sdo correlacionadas com os modos vibracionais do anel fenil da porcéo pteridina
(pt) do &cido félico'>142, A banda presente em 1512 cm™ é atribuida ao estiramento
de C=N!16, e as bandas em 1400 e 1307 cm™, correspondem as vibracdes de
alongamento assimétrico e simétrico do grupo carbonil*° e estiramento N-H do grupo
aminal#3, respectivamente. As bandas em 1126 e 886 cm correspondem as
vibragdes dentro e fora do plano de NH2'%° e ao modo vibracional C-H do anel

benzénicol43.144,
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Figura 64 — Espectroscopia na regido do UV-Vis das amostras de nanoparticulas antes de
recobrir (SPION), apds o recobrimento com APTS (SPION@APTS), funcionalizada com &cido
folico (SPION@APTS@AF) e do acido folico livre.
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Fonte: Autoria propria

Os espectros de absor¢do na regiao do UV-Vis das amostras de nanoparticulas
nuas (SPION), modificadas com amino-silano (SPION@APTS), funcionalizadas com
acido félico (SPION@APTS@FA) e o acido félico livre estdo presentes na Figura 64,
e foram preparadas em solucdo de DMSO. O espectro de absor¢do da amostra de
SPION (linha preta), demonstra que a magnetita possui um espectro indefinido, com
bandas de absor¢cdo sobrepostas devido as transi¢des eletrbnicas que ocorre dentro
da prépria rede cristalina. Ha trés principais fatores que podem resultar nessas
transicdes, sendo eles: 1) efeito do campo ligante do Fe(lll); 2) interacBes entre os
ions de Fe(lll) magneticamente acoplados e 3) excitacfes de transferéncia de carga
entre ligante-metal do 6xido de ferro, a partir das bandas de valéncia do 4&tomo de
oxigénio (O-2p) para os orbitais do campo ligante do atomo de ferro (Fe-3d).Também,
considerando a estrutura da magnetita sendo Fe''Fe''>04 (Fes0a4), é possivel ocorrer
excitacoes de transferéncia de carga entre o doador de elétron (Fe') e o aceptor de
elétron (Fe'"). Essas transicdes eletronicas ocasionadas pelo efeito do campo ligante
do Fe(lll) resultam em absorbancia principalmente na regido entre 290-380 nm, ja as
transicdes devido ao efeito de transferéncia de carga sdo responsaveis pela maior
parte da absorcdo em todo espectro na regido do visivel'*>. O espectro de absor¢édo
da amostra recoberta com APTS (linha vermelha), observa-se que nao houve

mudang¢a no comportamento do espectro quando comparado com o da amostra de
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SPIONs sem o recobrimento, indicando que a presenca do silano na superficie das
nanoparticulas ndo alterou a estrutura do 6xido de ferro. Observa-se um alargamento
na absor¢cdo entre aproximadamente 280-400 nm, mesma regiao responsavel pelas
transicdes do efeito do campo ligante do Fe(lll), como também um aumento da
intensidade de absorcéo, devido aos efeitos de transferéncia de carga, em todo o
espectro da amostra SPION@APTS, que pode ser justificado pela ligacdo covalente
do amino-silano na superficie da estrutura cristalina do 6xido de ferro (Fe-O-Si).

Para a amostra de nanopatrticulas recobertas com APTS e funcionalizada com
acido félico (SPION@APTS@FA) nota-se o comportamento semelhante as transi¢cdes
eletrbnicas atribuidas ao 6xido de ferro, entretanto ao comparar com o espectro do
acido félico livre, novas bandas deslocadas nas regides entre 200-300 e 300-400 nm
indicam o acoplamento do acido félico na superficie das nanoparticulas!t6.146.147,
Houve o deslocamento da banda de absorcdo de 288 para 292 nm, atribuida a
transicao eletrénica m—1* da porcgéao pteridina (pt) do acido félico, como também de
360 para 367 nm, caracteristico da transigéo eletrénica n—1* da por¢ao do acido p-
aminobenzéico (paba) da molécula de &cido félico43.

A andlise de espectroscopia Raman da amostra de nanoparticulas de
magnetita recoberta com APTS e funcionalizada com acido félico
(SPION@APTS@FA) € mostrada na Figura 65 e na Tabela 14 as atribuicbes dos

deslocamentos Raman das respectivas amostras

Figura 65 - Espectro Raman da amostra recoberta com APTS (SPION@APTS) e apés a
funcionalizagdo com é&cido félico (SPION@APTS@FA) utilizando laser 785 nm e intensidade
de 100%.
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Fonte: Autoria prépria
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Tabela 14 - Deslocamentos Raman atribuidos para 6xidos de ferro recobertos com APTS
(SPION@APTS) e funcionalizados com &cido folico (SPION@APTS@FA).

Deslocamento  SPION@APTS Deslocamento SPION@APTS@FA
Raman (cm™) 100% Raman (cm™) 100%
221 Hematita 633 Ls(C=N), vas(C=C)
(paba)l36,l48
240 Hematita 938-986 p(CH>) (paba)®*®
287 Hematita 1226 v(C=0) + W(C-N) (amida III)
(GA)135,136,149
404 Hematita 1311 w(CH2) (paba); v(C=0) +
w(C-N) (amida Ill) (GA)*36:149
492 Hematita 1394 v(C=N, C=C, C=0) (pt)*®
604-645 Hematita 1600 S(NH2) + vas(C=N) (pt);
vs(C=C) + p(CH)(paba)*3¢148
1308 Hematita 1693 v(C=0) + w(C-N) (amida I)

(GA); v(C=C) (paba)*>14°
v = estiramento (alongamento); p = balanco; w = abano; s (tesoura)
paba = acido p-aminobenzéico; pt (pteridina); GA = acido glutamico
Fonte: Autoria prépria

O espectro Raman esta apresentado em duas regides na Figura 65, de 100-
510 cm™ e 560-3800 cm. Observa-se que ndo houve conversdo da magnetita em
hematita para a mesma intensidade do laser. Como discutido anteriormente, a
mudanca de fase da magnetita para hematita, com a fase maghemita intermediaria,
foi menos efetivo apds o recobrimento com APTS, e ao acoplar o acido félico na
superficie das nanoparticulas modificadas via ligacdo amida, ndo houve nenhuma
mudanca de estrutura do 6xido de ferro, indicando que os processos de modificacdo
e funcionalizacdo melhoram a estabilidade dos SPIONs e protegeram de processos
de oxidacdo°t,

As principais bandas que comprovam o acoplamento do &cido félico na
superficie das nanoparticulas de magnetita recoberta com APTS estao entre 560-3800
cm. A banda em 1600 cm™ pode estar relacionada tanto ao alongamento da vibracdo
N-H e C=N do anel pteridina (pt), como também com o modo de alongamento C=C do
anel fenileno e a vibracdo de flexdo assimétrica no plano (balanco) da ligacdo C-H do
acido p-aminobenzéico (paba)!®6148, Bandas Raman na regido de 1693, 1311 e 1226
cm? indicam que houve o acoplamento do acido félico na superficie dos SPIONs por
meio da ligacdo amida. O alongamento C=0 e a vibracdo de curvatura assimétrica
fora do plano (abano) da ligacdo N-H séo caracteristicos da ligacdo amida I, na regido
do acido glutdmico da molécula de acido félico (FA), e somado com o estiramento
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C=C do &cido p-aminobenzéico, compde a banda na regido de 1693 cm™. Ja as
bandas 1311 e 1226 cm™! séo atribuidas ao estiramento C=0 e a vibragéo de abano
da ligagdo (C-N) atribuidos a ligacdo amida I11135136.149 Em 1394 cm! esta presente
os estiramentos referentes as ligacbes C=N, C=C e C=0 da pteridina (pt). As bandas
Raman em 938-986 cm! sdo atribuidas a vibracéo de flexdo assimétrica no plano da
ligacédo CH2 do acido p-aminobenzoéico?®. Os estiramentos, simétrico da ligagdo C=N

da pteridina e assimétrico da ligacdo C=C do paba, séo atribuidos a banda em e 633
Cm-l 136,148_

Figura 66 — Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) para amostra de SPION
recoberta com APTS e funcionalizada com &cido félico (SPION@APTS@FA).

Fonte: Autoria prépria

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo da amostra dos SPIONS
recobertos com APTS e funcionalizados com acido félico (SPION@APTS@FA)
encontra-se na Figura 66. Nota-se que ndao houve mudanca dos SPIONs modificada
com APTS apés a funcionalizagéo, permanecendo com uma estreita camada de silano
sobre a superficie das particulas individualizadas. Nado € possivel afirmar pelas
imagens que apos acoplar o acido félico na superficie das nanoparticulas melhorou a
dispersao das particulas, uma vez que apés a secagem do solvente elas propendem

a se aglomerarem.
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As medidas da variacdo dos valores de potencial zeta e da mobilidade
eletroforética em funcao do pH, para estudo da modificacédo de superficie dos SPIONs
com APTS (SPION@APTS 6) e funcionalizagdo com &cido félico
(SPION@APTS@FA), estéo presentes na Figura 67.

Figura 67 - Potencial zeta e mobilidade eletroforética em funcdo do pH para a amostra sem
recobrimento (SPION), recobertas com APTS e funcionalizada com &cido félico
(SPION@APTS@FA), dispersa em meio aquoso ha presenca do eletrdlito cloreto de sodio na
faixa de pH de 2 a 12.
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Fonte: Autoria prépria

Observando os dados obtidos pela andlise de potencial zeta das amostras
funcionalizadas com &cido folico e comparando com os valores das nanoparticulas
modificadas com APTS, é possivel verificar diferentes comportamentos da superficie
das particulas em funcéo do pH, indicando a modificacdo da superficie dos SPIONs
pela insercdo da molécula organica do acido félico, os quais encontram-se de acordo
com a literatural#2150.151 ' Nota-se que mesmo com a presenca de cargas positivas e
negativas na interface dos SPIONSs, houve decréscimo para apenas valores negativos
de potencial zeta da amostra SPION@APTS apds o acoplamento do &cido folico
(SPION@APTS@FA), melhorando a estabilidade coloidal das nanoparticulas
recobertas com APTS. Nesta faixa, o recobrimento apenas com APTS se situava na
regido de baixa estabilidade coloidal para condi¢cdes proximas ao pH fisiolégico, e o
acoplamento com acido folico promoveu a mudanca do pontencial zeta de ~10 mV
para ~35 mV apos a funcionalizacdo da superficie das particulas. O &cido folico é uma
molécula dipolar ou também conhecida como zwitteribnica, com duas constantes de

dissociacao acida, sendo a primeira (pKa=2,3) referente a porcéo do acido glutamico
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e a segunda (pKa=8,5) pertencente a porcdo pteridina do acido félico'®?, e o ponto
isoelétrico € obtido pela média dos dois valores de pKa (Pie=5,4). Em condi¢des acidas
ocorre a protonacao da porcéo pteridina do acido félico, corroborando os dados de
potencial zeta apresentado na Figura 67. ApGs alcancar a forma zwitteribnica da
molécula do acido fdlico (ponto isoelétrico), ocorre a desprotonacdo do grupo
carboxilico da porcdo do acido glutamico que nédo participa do acoplamento na
superficie das nanoparticulas via ligacdo amida, observando-se menores valores de
potencial zeta

E possivel correlacionar a carga da superficie e a estabilidade coloidal, com os
tamanhos hidrodindmicos, como observado na Figura 68. Apesar da baixa
estabilidade coloidal para o pH 2, nota-se que o tamanho hidrodindmico é pequeno.
Para pH<3,5 pode ocorrer a degradacdo da molécula de &cido félico!®?, o que
justificaria a baixa estabilidade e o pequeno tamanho. Em contrapartida, para pH 4,00
apesar da boa estabilidade coloidal (~-30 mV), percebe-se o aumento do Z-Average,
e devido a capacidade da molécula de &cido félico em dispor de cargas positivas e
negativas, novas interacdes intermolecures podem estar ocorrendo, resultando no
aumento do raio hidrodinamico. Para pH de 6 a 12 verifica-se a correspondéncia entre
os valores potencial zeta e Z-Averege, onde quanto maior a estabilidade coloidal da

amostra, menores sao os tamanhos hidrodinamicos.

Figura 68 — Gréfico do potencial zeta e do didmetro hidrodindmico versus pH da amostra
SPION@APTS@FA.
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Fonte: Autoria prépria

As curvas de distribuicdo de tamanho da amostra SPION@APTS@FA em

funcdo do numero de particulas encontra-se na Figura 69.
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Figura 69 — Curva de distribuicdo de tamanho em funcdo do nimero de particulas para a
amostra SPION@APTS@FA.
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Fonte: Autoria propria

Apesar da estabilidade coloidal da amostra SPION@APTS@FA, averiguada
anteriormente na analise do potencial zeta em funcédo do pH, as curvas de distribui¢do
de tamanho da amostra SPION@APTS@FA n&o se sobrepde. Observou-se o
aumento do tamanho das particulas no decorrer das corridas, assim como o
alargamento das curvas, demonstrando que houve agregacdo das particulas. A alta
concentracdo da amostra pode ter favorecido o processo de agregacao, contudo nao
foi possivel realizar o estudo para o ajuste da concentracdo por conta do tempo
reduzido pela Pandemia. Apds adequar as condicdes, sera realizado as medidas em
solucdo simulando o fluido sanguineo, como parametro de comparacao para futura
aplicacoes in vitro. A partir do melhor resultado obtido para sintese de recobrimento
com APTS na superficie das nanoparticulas de magnetita utilizando o pH 11 e
proporcdo APTS/SPIONs (m/m) 1:2 (SPION@APTS 6) e posteriormente o
acoplamento do acido folico via ligacdo amida, realizou-se a analise por DRX (Figura
70) para avaliar se a modificagcdo e funcionalizacdo da superficie por ligacdes
covalentes a partir da condensacao do silano alterou a estrutura cristalina do 6xido de

ferro.
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Figura 70 — DRX das amostras SPION, SPION@APTS e SPION@APTS@FA.
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Fonte: Autoria prépria

Pode-se observar que ndo houve modificacdo na estrutura cristalina espinélio
invertida da magnetita para as amostras recobertas SPION@APTS 6 (linha vermelha)
e funcionalizada com &cido folico SPION@APTS@FA (linha azul) em média e longa
distancia no reticulo cristalino, quando comparadas com a analise realizada para as
nanoparticulas de SPIONs antes da modificacéo (linha preta). Mesmo com a presenca
do silano e do acido félico na superficie, nota-se 0s principais picos préximos do
padrédo de FesOas cristalino discutidos anteriormente. A intensidade do pico diminuiu
com a adicao do APTS na superficie, e decresceu ainda mais com a adi¢ao do acido
félico, o que significa que a presenca do revestimento e posteriormente a insercédo da
molécula orgéanico, podem cobrir o cristalito e reduzir a intensidade dos picos de
DRX133,

Os resultados de hipertermia magnética das amostras SPION, SPION@APTS
e SPION@APTS@FA, estdo presentes na Figura 71. Todas as amostras foram
preparadas em meio aquoso, com a concentracdo de 5 mg.mL%, e o ensaio de
hipertermia foi realizado com baixos valores de frequéncia e amplitude (109,8 kHz, 24
mT).
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Figura 71 — Medida da variacdo de temperatura em func¢édo do tempo sob aplicacdo do campo
magneético alternado externo (109,8 kHz, 24 mT) das amostras sem recobrimento (SPION),
recoberta com APTS (SPION@APTS) e funcionalizada com é&cido folico
(SPION@APTS@FA).
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Fonte: Autoria prépria

Nota-se que a taxa de aquecimento dos SPION diminuiu ao recobrir a superficie
das particulas com APTS (SPION@APTS) e funcionalizar com &cido fdlico
(SPION@APTS@FA), de 1,37°C.min! para 0,67 e 0,47°C.min"!, respectivamente.
Isso deve-se ao fato de que o relaxamento Browniano, um dos responsaveis pela
elevacdo da temperatura apés aplicacdo do campo, causado pelo atrito decorrente da
rotacdo da prépria particula no liquido transportador®, dimunui com a camada
polimérica formada em volta das particulas ap6s o recobrimento e o acoplamento de
uma molécula organica com impedimento estérico, influencia na barreira de energia
necessaria para a rotacdo das particulas dentro de um fluido®. A presenca do APTS e
do acido félico na superficie das nanoparticulas aumentam o volume hidrodinamico®,
na qual a presenca de grupos funcionais com nitrogénio e oxigénio permitem novas
interacdes intermoleculares, aumentando a camada de solvatacgéo.

Pode-se observar esse comportamento ao efetuar os calculos de SLP de todas
as amostras utilizando a Equacédo 7, com o valor com valor de p;i calculado para a
massa do metal na suspensdo de SPIONs igual a 3,62 mgre/mL), € a massa da
nanoparticula para as amostras SPION@APTS e SPION@APTS@FA (5,00
mgmne/mL). N@o foi possivel determinar a massa do metal para as amostras
recobertas com APTS e funcionalizada com acido félico, uma vez que as medidas de
termogravimetria ndo foram concluidas por conta da Pandemia, portando os céalculos

foram realizados com a massa das nanoparticulas, ocasionando incertezas nos
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valores obtidos. O valor de ILP foi obtido pela Equacdo 8 e os resultados estédo

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Dados para os calculos dos valores de SLP e ILP para as amostras SPION,
SPION@APTS e SPION@APTS@FA

Amostra Concentragao Sm SLP H f ILP
mgra/mL  mgne/mL (W/g) (KA/m) (kHz) (nHmM?/Kg)

SPION 3,62 0,03124 36,1072 19,1 109,8 0,90

SPION@APTS 5 0,05688 22,4932 19,1 109,8 0,58
SPION@APTS@FA 5 6,5x10°  0,05445 19,1 109,8 1,36x103

Fonte: Autoria prépria

Apesar do decréscimo da temperatura das nanoparticulas recoberta com silano
e funcionalizada com &cido félico, nota-se na Figura 71 que foi possivel atingir uma
elevacao de 5 e 3,5°C respectivamente, em menos de 10 minutos, sendo um aumento
de temperatura aceitavel para que células tumorais atinjam a temperatura de apoptose
(elevar a temperatura corporal de 37°C para que a apoptose ocorra entre 40-
45°C)76'114.

4.4.2. Conjugado cisteamina-acido félico (CYS-FA) via ligacdo amida

Para funcionalizar os SPIONs recobertos com MPTMS, foi fundamental a
modificacdo do acido folico com amino-tiol, via ligacdo amida, para posteriormente
acoplar na superficie dos SPION@MPTMS. O amino-tiol selecionado para esse
trabalho foi o 2-aminoetanotiol, também conhecido como cisteamina. E uma molécula
simples e de cadeia curta, atuando como ligante néo toxico, e pode ser utilizada como
medicamento para tratamento de distUrbios neuroldgicos letais. A cisteamina também
atua como precursora de varios componentes vitais do sistema metabdlico, como para
sintese da Coenzima A. Além disso, seu produto de clivagem pode ser (til para o
combate de doencas como cistinose e cistinria®’. Devido a sua bifuncionalidade,
pode ligar-se ao acido folico por ligacao peptidica e na superficie das nanoparticulas
recobertas com tiol-silano, via ligagdo dissulfeto. O mecanismo geral da reacdo do
acido félico com a cisteamina, adaptada do trabalho de Vortherms et al. (2008),
Alupei et al. (2017)8 e Khademi et al.(2018)8*, para formacédo do produto CYS-FA, um

po fino de cor amarelo escuro , esta presente na Figura 72
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Figura 72 — Mecanismo geral da reacdo para o acoplamento acido félico e cisteamina (CYS-

O:
N:
lc:/ R
DDC,NHS i 1
o] o]
T ovso \ ,
DMSO " Y = =
N H:N \ N HN.
HN — .
o -~ B Ho
I sn Acido Félico Ativado
“Los
AT TN pH =475 +
o -

DMSO HEN\/\
SH

Cisteamina

o
N
HN \ N
‘ H
/J\ =
HaN N N
CYS-FA

Fonte: Autoria propria

Para confirma o acoplamento do acido félico com a cisteamina via ligacéo
peptidica (CYS-FA), se utilizou a técnica FTIR, afim de identificar as bandas
caracteristicas da formacéo da ligacdo amida. Os espectros estdo apresentados na

Figura 73 e suas respectivas atribuicdes dos modos vibracionais estdo na Tabela 16.

Figura 73 - Espectros de absorgéo na regido do infravermelho dos precursores acido félico e
cisteamina, e da amostra CYS-FA
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Tabela 16 — Modos vibracionais atribuidos na regiao no infravermelho da amostra CYS-FA.

Numero de onda Modo de vibracao

(cm™ CYS-FA
3682 VO-H,sim/ VO-H,assim/
UN-H,assim/
2925-2849 LC-H

2597 US-H

1697 vc-(c=0) (@amida I)

1627 UN-(c=0) (@mida I1)

1520 LC=N

1400 VC-0, carbonil

1312 UN-H
1023-947 ON-H
837-756 Oc-H, aromatico dissubstituido

Fonte: Autoria propria

A conjugacéo do acido félico com a cisteamina foi verificada pela comparacéo
dos respectivos espectros FTIR com o da amostra CYS-FA. A banda de absorcao na
regido de 3682 cm™ é atribuida ao estiramento simétrico e assimétrico da ligacéo
hidroxila (O-H) presente na frac@o de acido glutdmico e do estiramento assimétrico da
ligagdo N-H do anel de pteridina'®. O sinal assimétrico cerca de 1697cm™ é
proveniente do alongamento da ligacdo C-(C=0), enquanto a banda em torno de 1627
cm?® corresponde ao estiramento da ligagdo N-(C=0), atribuidos a formacdo da
ligacdo amida | e amida 11*113113.116.142 Com isso € possivel confirmar que houve
acoplamento entre as moléculas de &cido félico e cisteamina. Outra banda importante
gue comprova a formacao do produto de interesse nessa etapa, encontra-se na regiao
2597 cm! e é proveniente do alongamento da ligacao tiol (S-H)3%133.134 grupo na qual
ird se ligar na superficie dos SPIONs modificados com MPTMS via ligagéo dissulfeto.
Bandas na faixa de frequéncia entre 1520-1300 cm™ sdo correlacionadas com
absorcGes vibracionais de grupos fenil da pteridinal'. As bandas nas regides entre
1023-947 e 837-756 cm* conferem com as vibracdes de deformacéo das ligacées N-

H e C-H dos carbonos aromaticos, respectivamentel43.144,
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Figura 74 - Espectroscopia na regido do UV-Vis dos precursores cisteamina e acido folico, e
da amostra CYS-FA
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Fonte: Autoria propria

Na Figura 74 é possivel observar os espectros de absorcdo na regido do UV-
Vis para as amostras de cisteamina livre (linha laranja), acido fdlico livre (linha rosa) e
do produto CYS-FA (linha roxa). Como esperado, a cisteamina ndo possui banda de
absorcdo na regido do visivel, pois ndo ha transicbes de elétrons em sua estrutura.
Ao comparar o &cido fdlico livre com o produto CYS-FA, nota-se que ndo houve
mudanca na posicao da banda na regido de 288 nm, atribuida a transicdo eletronica
T—T* da porgcao pteridina (pt) do acido foélico. Também foi observado um leve
deslocamento para menor comprimento de onda, de 360 para 358 nm, tipico da
transi¢ao eletrénica n—1* da porgéo do acido p-aminobenzodico (paba) da molécula
de acido félico'#3, que pode ser atribuido a mudanca de ligacédo no grupo carboxilato,
devido ao acoplamento do acido carboxilico com o grupo amina, para formacédo da

ligagdo amida.

4.4.3. Funcionalizagdo da superficie dos SPIONs recobertos com MPTMS
(SPION@MPTMS@CYS-FA) via ligacéo dissulfeto

A biocompatilizacdo da superficie dos SPIONs recobertos com MPTMS foi
realizada via ligacdo dissulfeto pela molécula de é&cido folico modificada com a
cisteamina (discutida no item 4.4.2). Os grupos tidis sédo facilmente oxidados na
presenca do ar atmosférico, resultando em uma ligacéo covalente simples entre eles

(R-S-S-R’). A metodologia utilizada nessa etapa é simples e rapida e utilizando apenas
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solucéo tampéo fosfato em pouco tempo foi possivel observar a formacéo de bolhas

na solucéo e vapor em volta do baldo, como apresentado na Figura 75.

Figura 75 — Baldo de sintese da amostra SPION@MPTMS@CYS-FA

Fonte: Autoria propria

A espectroscopia na regido do infravermelho da amostra recoberta com
MPTMS (SPION@MPTMS), funcionalizada com &cido folico modificado
(SPION@MPTMS@CYS-FA) e da molécula de CYS-FA livre estdo presentes na

Figura 76 e suas respetivas atribuicdes dos modos vibracionais na Tabela 17.

Figura 76 — Espectros de absorcao na regiao do infravermelho a) amostras de nanoparticulas
antes do recobrimento (SPION), apés o recobrimento com MPTMS (SPION@MPTS), e apés
a funcionalizagdo com o &cido félico modificado com a cisteamina (SPION@MPTMS@CYS-
FA), b) Recorte na regido das ligacdes Fe-O e S-S.
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Fonte: Autoria prépria
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Tabela 17 — Modos vibracionais atribuidos na regido no infravermelho da amostra
SPION@APTS@FA.

Numero de onda Modo de vibracdo Numero de onda Modo de vibragao

(cm) SPION@MPTMS (cm) SPION@MPTMS@CYS-FA
692-588/431 L1/V2 Fe-0 503, 455-442 Us-s
3484 VO-H,sim/ VO-H,assim/ 696-590 v1/V2 Fe-0
1629 O0-H 891-855 6C-H, aromatico
dissubstituido
1161-1056-880 Usi-0-si/ LSI-0-H 1031 ON-H
2539 US-H 1187 VC-C-0
689 Oc-s 1312-1244 UN-H
2935 LC-H 1400 LC-0, carbonila
1531 LvC=N
1578 LN-(c=0) (@amida Il)
1675 vc-(c=0) (amida 1)
2928-2851 LC-H
3675-3000 UO-H,sim/ UO-H,assim/

UN-H,assim/ C-H, arom

Fonte: Autoria propria

Na Figura 76a encontra-se o espectro da amostra de SPION recoberta com
MPTMS e funcionalizada com acido félico modificado (linha verde), na qual é possivel
observar a banda referente a ligacdo Fe-O proveniente da estrutura da magnetita,
porém, com menor intensidade e deslocada para maior nimero de onda quando
comparada com a amostra SPION@MPTMS, de 588 para 590 cm™ (Figura 76b).
Como j4 mencionado, esse deslocamento € decorrente do acoplamento do acido
félico modificado com o grupo tiol-silano, uma vez que novas ligacdes covalentes na
superficie das nanoparticulas podem ocasionar o deslocamento de componentes da
interfase!?4. A confirmacdo da funcionalizagdo com 4&cido félico da amostra
SPION@MPTMS@CYS-FA ocorre na mesma regido que a vibracdo de estiramento
da ligacéo do oxido de ferro (v2 Fe-O), com o aparecimento das bandas 503, 455-442
cm, que pertencem a vibracédo do alongamento da ligacdo S-S'53-156 comprovando
a ligacéo dissulfeto formada pelo acoplamento do MPTMS presente na superficie das
nanoparticulas de magnetita e o acido félico modificado com cisteamina, uma vez que
ndo se observa essas bandas para amostra SPION@MPTMS e CYS-FA. O
desaparecimento da banda na regido em aproximadamente 2550 cm da amostra
SPION@MPTMS@CYS-FA, referente a ligacao tiol (S-H), corrobora os dados que

indicam a formacao da ligagéo dissulfeto. A permanéncia das bandas especificas da
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ligacdo amida | e amida [11113113116.142 " regpectivamente em 1675 e 1578 cm™, e
outras bandas entre 1500-800, particulares dos grupos pteridina e acido glutamico da
moléculall®143 de acido félico, provam a funcionalizacéo dos SPIONs com &cido félico.

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para as amostras de

nanoparticulas antes do recobrimento (SPION), apos recobrir com MPTMS

(SPION@MPTMS), funcionalizadas

com (0]

acido  félico  modificado
(SPION@MPTMS@CYS-FA) e para molécula de CYS-FA livre, estdo presentes na
Figura 77.

Figura 77 - Espectroscopia na regidao do UV-Vis das amostras de nanoparticulas antes de
recobrir (SPION), ap6s o recobrimento com MPTMS (SPION@MPTMS), funcionalizada com
acido folico modificado com cisteamina (SPION@MPTMS@CYS-AF) e do acido fdlico livre.
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Fonte: Autoria prépria

O espectro de absorcdo dos SPIONs nus (linha preta) e apds o recobrimento

com MPTMS (linha vermelha), apresentados na Figura 77, demonstraram

comportamento indefinido, em razédo da sobreposicao das transi¢cdes eletrbnicas que
ocorrem dentro da prépria rede cristalina da magnetital#®, como justificado no item
4.1.1., assim como os efeitos de campo ligante e os efeitos de transferéncia de carga
pela ligacdo covalente do silano na superficie das nanoparticulas (Fe-O-Si), sem
alterar a estrutura do 6xido de ferro. Para a amostra SPION@MPTMS@CYS-FA (linha
azul), nota-se o comportamento semelhante da amostra de magnetita recoberta com
MPTMS e o aparecimento de bandas em regides préximas ao da amostra CYS-FA
livre (linha pontilhada rosa). Os deslocamentos para maiores comprimentos de onda,

de 288 para 292 nm e de 258 para 269 nm, atribuidos as transi¢coes eletronicas T—1*

da porcado pteridina (pt) e n—1* da porgao do acido p-aminobenzoico (paba) da



124

molécula de acido félico'*3, respectivamente, indicam que houve o acoplamento via
ligacdo dissulfeto do acido félico modificado na superficie das nanoparticulas de
magnetita recobertas com MPTMS. Em raz&o da qualidade do espectro Raman obtido
para a amostra SPION@MPTMS@CYS-FA, na qual nao foi possivel extrair dados
consistentes para o objetivo desse trabalho, sera necessario repetir a analise. Devido
a problemas técnicos, o microscépio de transmisséo do Institudo de Quimica de Séo
Carlos ficou inoperante e, portanto, ndo foi possivel obter imagens da amostra
SPION@MPTMS@CYS-FA.

As medidas da variacdo dos valores de potencial zeta e da mobilidade
eletroforética em funcéo do pH, para estudo dos SPIONs referentes a modificacédo de
superficie com MPTS (SPION@MPTMS 1) e funcionalizagdo com acido fdlico
modificado (SPION@MPTMS@CYS-FA), estdo presentes na Figura 78.

Figura 78 — Potencial zeta e mobilidade eletroforética em fungéo do pH para a amostra sem
recobrimento (SPION), recobertas com MPTMS e funcionalizada com &cido félico modificado
com cisteamina(SPION@MPTMS@CYS-FA), dispersa em meio aquoso na presenca do
eletrolito cloreto de sédio na faixa de pH de 2 a 12.

20

(=]

L] L] 0
10 12

Potencial Zeta
—H-SPION
-l - SPION@MPTMS - '1

-
o
L

~M- SPION@MPTMS@CYS-FA
Mobilidade Eletroforética
-@®-SPION

SPION@MPTMS - -2
-@- SPION@MPTMS@CYS-FA

(3]
o
1

10_—-—.
T
8
]

N
IR 6
\%
: \-XT !§!f::i*

lxﬁ‘l%!;‘?ﬁ—i‘

Potencial Zeta (mV)
oo 2
o

A
=)

&
(,-5"}-A'wowri) 232104013913 SpEPIIIGON

&
o
PR

&
=1

pH
Fonte: Autoria prépria
Os dados obtidos pela andlise de potencial zeta para a amostra
SPION@MPTMS@CYS-FA quando comparados com os valores da amostra
SPION@MPTMS, demonstraram comportamentos distinto relacionado a modificacéo
das propriedades da superficie das nanoparticulas, confirmando a modificacdo dos
SPIONSs recobertos com MPTMS pela molécula CYS-FA via ligacao dissulfeto. Apesar
da mudanca no comportamento das particulas funcionalizadas, os valores de

potencial zeta permaneceram negativos. O aumento dos potenciais em fungcéao do pH
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para amostra SPION@MPTMS@CYS-FA ocorreu devido a capacidade da molécula
comportar carga positiva e negativa. Para regido de interesse em aplicacéo bioldgica,
pH entre 6-8, nota-se que as particulas permaneceram estaveis mesmo apos a
funcionalizacéo. A correlacdo entre os valores de potencial zeta e Z-Average em

funcado do pH, obtida pelas analises de potencial é, estdo apresentadas na Figura 79.

Figura 79 — Gréfico do potencial zeta e do didmetro hidrodinamico versus pH da amostra
SPION@MPTMS@CYS-FA.
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Fonte: Autoria prépria

Nota-se que em pH=2, apesar da instabilidade medida pelo potencial zeta as
particulas apresentaram pequeno valor de Z-Average. Para pH<3,5 as moléculas de
acido félico podem ser degradadas®®?, justificando o baixo valor do tamanho
hidrodindmico. Na regido onde ocorre a protonacdo da por¢ao pteridina da molécula
de acido fdélico, observa-se maiores valores de Z-Average, onde para pH=4 a
estabilidade a curto prazo potencializa o processo de agregac¢ao das particulas, e em
pH=6 interacdes intermoleculares torna-se capaz o aumento do volume hidrodindmico
das particulas, mesmo apresentando estabilidade pela carga da superficie. A
instabilidade nessa regido € constatada pelo grande valor do erro. Em pH 8-10, os
tamanhos séo condizentes com a carga de superficie. Entretanto para pH=12, apesar
do potencial zeta demonstra a estabilidade coloidal das particulas, ocorreu 0 aumento
no valor de Z-Average. A desprotonacao dos grupos funcionais presentes na porcao

do acido glutamico pode ter favorecido novas interacdes intermoleculares que néo
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alteram a estabilidade, porém, refletem no valor do tamanho hidrodindmico do

material.

Figura 80 — Curva de distribuicdo de tamanho em fung¢do do nimero de particulas para a
amostra SPION@MPTMS@CYS-FA.
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Fonte: Autoria prépria

As curvas de distribuicdo do tamanho pelo nimero de particulas para amostra
SPION@MPTMS@CYS-FA, estao representadas na Figura 80. Nota-se pelo perfil
das corridas que primeiramente ocorreu a agregacao das particulas e seguida de uma
floculacdo. A primeira corrida (linha preta), observa-se o inicio da agregacéo, onde a
maior porcentagem de particulas encontra-se distribuida em uma faixa estreita de
tamanho com o pico em 295 nm, e essa distribuicdo de tamanho comeca alargar para
maiores tamanho de particulas a partir de aproximadamente 700 nm, indicando o
processo de agregacdo. Na segunda corrida (linha vermelha), as particulas
agregaram e a curva apresenta uma larga distribuicdo para tamanhos maiores de
particulas. Por fim, a terceira corrida apresentou uma distribuicdo de tamanho
afunilada para tamanhos menores do que a primeira corrida, demonstrando a
floculagdo das particulas e o sinal obtido foi da movimentacdo das particulas que
permaneceram em solucdo e ndo decantaram. Nota-se que para aplicacdo desses
materiais em sistemas bioldgicos, sera necessario realizar estudo de concentragédo
para todas as amostras desse trabalho, e posteriormente a analise com solugéo que
simula o fluido sanguineo (SBF, do inglés simulated body fluid). A grande quantidade
de particulas em solugdo estd interferindo na dispersdo e mobilidade das
nanoparticulas, favorecendo a agregacéo ou floculacdo, até mesmo para as amostras

que apresentaram estabilidade coloidal pelas medidas de mobilidade eletroforética.
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Contudo, a Pandemia afetou o tempo do trabalho e ndo foi possivel realizar esse
estudo até o momento.

As andlises de difratometria de Raios X da amostra de SPION recoberta com
MPTMS (SPION@MPTMS) e funcionalizadas com o &cido folico modificado
(SPION@MPTMS@CYS-FA) estéo presentes na Figura 81, na qual € comparado com
a analise de DRX para SPIONs nuas, afim de avaliar se houve alteracdo na estrutura
cristalina da magnetita apds os processos de modificacdo com silano e o acoplamento
de &cido na superficie das particulas.

Figura 81 — DRX das amostras SPION, SPION@MPTMS e SPION@MPTMS@CYS-FA.

——SPION
—— SPION@MPTMS
—— SPION@MPTMS@CYS-FA

Intensidade (u.a.)

Ll L] T

15 30 45 60 75 90
20 (graus)

Fonte: Autoria prépria

O processo de recobrimento e funcionalizacdo nado alteraram as posices dos
picos caracteristicos da estrutura cristalina espinélio invertida das nanoparticulas de
magnetitas, sugerindo que a modificagdo ocorre apenas por ligacdes covalentes na
superficie do 6xido de ferro (Fe-O-Si), sem alteracdo na estrutura do material. Porém,
houve uma diminuicdo da intensidade desses picos, e isso ocorre devido a ligacao
covalente do siloxano na superficie das particulas, na qual a presenca desse material
amorfo (MPTMS) pode cobrir o cristalito alterando a intensidade da medida

Os resultados de hipertermia magnética das amostras SPION,
SPION@MPTMS e SPION@MPTMS@CYS-FA, estado presentes na Figura 82.
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Figura 82 - Medida da variacdo de temperatura em funcéo do tempo sob aplicacdo do campo
magnético alternado externo (109,8 kHz, 24 mT) das amostras sem recobrimento (SPION),
recoberta com MPTMS (SPION@MPTS) e funcionalizada com A&cido fdlico
(SPION@MPTMS@CYS-FA).
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—— SPION@MPTMS@CYS-FA
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Fonte: Autoria prépria

Observa-se um decréscimo na taxa de aquecimento dos SPIONs apés o
recobrimento (SPION@MPTMS) e funcionalizagdo (SPION@MPTMS@CYS-FA), de
1,37 °C.min! para 0,96 e 0,84 °C.mim, respectivamente. A presenca da camada
polimérica do silano e da molécula organica do acido félico, interfere no relaxamento
Browniano das particulas devido ao aumento do volume hidrodindmico, portanto, era
esperado essa diminuicdo no aguecimento.

Para os calculos de SLP de todas as amostras utilizou-se a Equacéo 7, com o
valor com valor de pi calculado para a massa do metal na suspenséo de SPIONs igual
a 3,62 mgre/mL)"®, e @ massa da nanoparticula para as amostras SPION@APTS e
SPION@APTS@FA (5,00 mgune/mL). Nao foi possivel determinar a massa do metal
para as amostras recobertas com APTS e funcionalizada com acido félico, uma vez
gue as medidas de termogravimetria ndo foram concluidas por conta da Pandamia,
portando os calculos foram realizados com a massa das nanoparticulas, ocasionando
incertezas nos valores obtidos. O valor de ILP foi obtido pela Equacdo 8 e os

resultados estdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18 - Dados para os calculos dos valores de SLP e ILP para as amostras SPION,
SPION@MPTMS e SPION@MPTMS@CYS-FA

Amostra Concentragao Sm SLP H f ILP
(W/g) (KA/m) (kHz) (nHmM?%Kg)

mgre/mL  mgmnp/mL

SPION 3,62 0,03124 36,1072 19,1 109,8 0,90
SPION@MPTMS 5 0,04108 34,3757 19,1 109,8 0,86
SPION@MPTMS @ 5 0,02459 20,5769 19,1 109,8 0,51
CYS-FA

Fonte: Autoria prépria

Embora a modificacdo e funcionalizacdo da superficie dos SPIONs tenha
diminuido a taxa de aquecimento e os valores de SLP e ILP, nota-se na Figura 82,
que foi possivel elevar a temperatura em até 7,0 e 6,1 °C para as amostras
SPION@MPTMS e SPION@MPTMS@CYS-FA, respectivamente. Esse resultado &
satisfatorio, pois para células tumorais atinjam a temperatura de apoptose (elevar a

temperatura corporal de 37°C para que a apoptose ocorra entre 40-45°C)76:114,

5. CONCLUSOES

Nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas em meio aquoso pelo método
de reducdo-precipitacdo. A sintese utiliza ions sulfito (SOs?) para reduzir ferro(lll) em
ferro(ll), sem necessitar de atmosfera inerte, considerando-se uma metodologia de
baixa complexidade e baixo custo, podendo ser produzida em larga escala, tornando-
a green quando comparada a outras metodologias dispendiosas encontrada na
literatura. Porém, as sinteses em meio aquoso possuem algumas desvantagens como
a dificuldade de controle do tamanho e forma das nanoparticulas e facil agregacéo.
Entretanto, foi observado melhora no controle morfolégico com a metodologia de
sintese utilizada e a presenca de ions sulfato adsorvidos na superficie das
nanoparticulas conferiu maior estabilidade em meio aquoso. As nanoparticulas
obtidas apresentaram tamanho desejado abaixo do tamanho critico descrito na
literatura (< 20 nm), padréo de difracdo correspondente a fase magnetita, curva de
magnetizacdo que demonstra 0 comportamento superparamagnético e medida
espectroscopica comprovando a presenca da ligacdo Fe-O da magnetita.

Realizou-se a modificacdo da superficie dos SPIONs com o 3-aminopropil-
trietoxissilano (APTS), uma sintese considerada green, sem utilizar solventes

organicos, apenas agua/metanol. Parametros como presenca ou auséncia de
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catalisadores, concentracdo de silano, proporcdo agua/metanol, dentre outros,
influenciaram diretamente no recobrimento. Observou-se que em valores de pH
alcalinos, obteve-se melhores resultados devido ao melhor controle na etapa de
hidrélise da reacdo. Mesmo sem a presenca de catalisadores (4cido ou alcalino), o
APTS é capaz de se autocatalisar devido ao seu carater basico. Obteve-se melhores
resultados para menores concentragcdes de amino-silano, considerando que mais
grupos aminos podem estar disponiveis para posterior etapa de acoplamento com
acido fdlico. Resultados de espectroscopia Raman demonstram que o recobrimento
com amino-silano ajudou a prevenir a oxidacdo da superficie das particulas. Mesmo
apos a modificacdo da superficie das particulas com o organossilano, elas ainda
apresentaram o comportamento superparamagnético.

A modificacdo da superficie dos SPIONs com MPTMS, foi fundamentada em
uma metodologia simples e barata, podendo também ser considerada green. Para
menores propor¢cdes SPION/MPTS obteve-se recobrimentos mais efetivos em torno
de particulas individuais ao invés da formac&do de uma matriz polimérica em torno das
particulas. Os resultados de estabilidade coloidal para as amostras recobertas com
MPTMS demonstraram melhor estabilidade quando comparados com os SPIONs
recobertos com APTS, nas mesmas condicdes, o que ja era esperado visto que grupos
aminos possuem carater basico resultando em potenciais positivos, enquanto 0s
grupos tidis possuem carater 4cido e a sua forma anidnica estabiliza as particulas por
repulsao eletrostatica. A presenca do tiol-silano previne a oxida¢do da superficie dos
SPIONSs e foi comprovado pela espectroscopia Raman.

Andlises espectroscopicas FTIR, UV-Vis e Raman, comprovaram o
acoplamento do grupo carboxilato do acido félico com o grupo amino terminal do APTS
e a formagéo da ligagcdo amida. A funcionalizagdo dos SPIONs recobertos com APTS
também foi confirmada pelas medidas de estabilidade coloidal, na qual os valores de
potencial zeta mudaram de positivos para negativos, e os efeitos de repulséo
eletrostatica e de impedimento estérico da molécula de acido folico auxiliaram na
estabilidade das particulas.

O acoplamento da molécula de cisteamina (amino-tiol) com acido fdlico, via ligacdo
amida, foi confirmado pelas as andlises FTIR e UV-Vis. A funcionalizagdo dos SPIONs
recobertos com MPTMS, via ligacdo dissulfeto com a molécula de acido félico
modificada com cisteamina foi confirmada pela espectroscopia FTIR, onde se

identificou a presenca da ligacdo S-S. Também foi possivel observar o acoplamento
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do acido félico na superficie das nanoparticulas por espectroscopia UV-Vis e pelas
analises da estabilidade coloidal, permanecendo estaveis mesmo apos a
funcionalizacdo. Os dados de hipertermia magnética das nanoparticulas
funcionalizadas sao bastante promissores considerando os valores de taxa de
aguecimento e a estabilidade coloidal dos sistemas estudados. Técnicas
complementares como, por exemplo, termogravimetria deverdo ser implementadas
para melhorar a precis@o dos calculos de SLP e ILP das particulas modificadas, além
de ajustes na otimizacao da concentracdo das nanoparticulas em meio fisiolégico para
complementar a compreensao do comportamento em sistemas ex-vivo.

Em linhas gerais, os objetivos do trabalho foram cumpridos sendo obtidos
sistemas de nanoparticulas magnéticas modificadas e funcionalizadas com
significativa estabilidade coloidal e resultados promissores para possivel aplicacdo no
tratamento de cancer via hipertermia magnética em sistemas biocompativeis e com
reconhecimento celular via presenca da molécula de acido félico na superficie dos
SPIONSs.

6. PERSPECTIVAS

Para etapas futuras, pretende-se para este trabalho:

e Aguardar os resultados das andlises de termogravimetria que irdo
proporcionar uma melhor confiabilidade nos calculos das medidas de hipertermia
magnética,

e Aguardar os resultados que ainda faltam das anéalises de magnometria
de amostra vibrante e averiguar se o recobrimento e funcionalizacdo dos SPIONs
interferem nas propriedades superparamagnética das particulas;

e Realizar estudo de concentragdo das amostras para analises de DLS, a
fim de obter resultados mais precisos do tamanho hidrodinAmico das nanoparticulas,
e posteriormente analisar o mesmo estudo em solucdo de SBF;

e Realizar testes in vitro, principalmente as analises de viabilidade celular
com e sem a aplicagcdo de campo magnético alternado para avaliar a aplicabilidade
dos materiais obtidos;

e Apresentar os resultados do trabalho em congressos e submeté-los a

revistas cientificas indexadas.
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